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L-Nuclcinsauren mit identischer Scquenz sowie Aizneimittel und Kits, welche die erfindungsgemflOen L-Nucleinsaurcn enthalten. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifiziening von PCT-Vcrtragsstaatcn auf den Kopfb6gen dcr Schriften. die intenuitionale AnmeMungen gemfiss dem 
PCX vcrOffcmlichcn. 



AL 


Albanicn 


E5 


Spanicn 


LS 


Lesotho 


SI 


Sloweflien 


AM 


Aimenien 


FI 


PhinlaiKl 


LT 


Liiaiiai 


5K 


Slowakei 


AT 


OttBireich 


FR 




LU 


Lttxembitis 


SN 


SenegBl 


AU 


Austnliea 


GA 


Gabon 


LV 


Inland 


SZ 


SwaaHand 


AZ 


AterbAidschan 


GB 


w» — «..»- . 

vcrcmtgfcs i^oiiigrcicii 


MC 


Monaco 


TD 


Ttchad 


BA 


Bosn ien-Hcnegowini 


GE 


Geocgien 


MD 


RepvbVk MoMaa 


TG 


Togo 


BB 


Bartndot 


GH 


Ghtna 


MG 


Madi^askar 


TJ 


TadscfaikiilaD 


BK 


Btlgien 


GN 


Gubea 


MK 


Die ehemalige jufostawische 


TM 


Tbrinnenistan 


BF 


Bttifcina Fuo 


GR 


Griechcnland 




Repttblik Maxedooien 


TR 


TQrfcei 


BG 


Bulyirien 


HU 


Ungint 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad iind Tobigo 


BJ 




IE 


IHand 


MN 


Mongolei 


UA 


UkiBioe 


BR 


Bnsilien 


1L 


bxael 


MR 


Mauietanieo 


UG 


Uganda 


BY 


Belinis 


IS 


blsnd 


MW 


Malawi 


US 


Veieinigte Staaten voi 


CA 


Kuada 


IT 


tlaKcn 


MX 


Meiika 




Amcnka 


CF 


Zeninlafrikanische RepuUik 


JP 




NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenta 


NL 


Nicder]ande 


VN 


Vielnun 


CH 


Schwdz 


KG 


Kiigisislsn 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


a 


COted'Ivoife 


KP 


Demokmiiche VoIk«repubitk 


NZ 


NeoseeUnd 


zw 


Zimbabwe 


CM 






Korea 


PL 


Pokn 






CN 


Chini 


KR . 


Rcpubiat Korea 


PT 


Potlitgal 






CU 


Kubi 


KZ 


Kasachitan 


RO 


Rwnlnics 






CZ 


Tichechbche RqraMik 


LC 


Sc. Lucia 


RU 


Ruuische HOderalion 






D£ 


DeuUchUnd 


U 


Liechiemtein 


SD 


Sudan 






DK 


DBncmiik 


LK 


Sri Lanka 


SB 


Schwedea 






EE 




LR 


Ubcfia 


SG 


Singqnir 







W098rt)8856 PCT/EP97/04726 



5 

Spiegelselektion und Spiegelevolution von Nudeinsauren 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Idemifiziening und Herstellung von L-NucleinsSuren, 
10 die mit einem in der natiirlichen Konfiguration auftretenden ZielmolekCil in Wechselwir- 
kung treten, sowie mit diesem Verfahren hergestellte L-Nucleinsauren. Die Erfindung be- 
trifft femer die Verwendung von an die optische Antipode des Zielmolekuls bindenden D- 
Nucleinsauren als Matrize zur Herstellung von L-Nucleinsauren mit identischer Sequenz, 
sowie Arzneimittel, Kits, diagnostische Mittel und Sensorsysteme, welche die erfindungs* 
15 gemaOen L-NucleinsSuren enthalten. 

In den letzten Jahren sind neue Technologien etabliert worden, die Nudeinsauren in bisher 
nicht geahnter Weise zum Einsatz bringen konnen. Hierzu gehdren z. B. der Einsatz dieser 
Molekflle als Katalysatoren, Inhibitoren oder Stimulatoren von biochemischen Reaktionen, 
20 die innerhalb oder auBerhalb einer Zelle ablaufen. Es besteht kaum Zweifel, daS diese 
Technologien in der Zukunfi eine dominante RoUe in den Bereichen der Medizin, pharma* 
zeutischen Diagnostik, der Biotechnologie und der Landwirtschaft einnehmen werden. 

Ein wesentlicher Bestandteil einiger der neuen DNA- und RNA-Technologien ist die Se- 
25 lektion bzw. Evolution in vitro (vgi. beispielsweise die Ubersichtsartikel von J. W. 
Szostak, TIBS 17 (1992), 89 bis 93, Famulok und Szostak, Angew. Chemie 104 (1992), 
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1001 -1011 und Gold ei ai. Annu. Rev. Biochem. (1995). Diese beruhen auf der Arbeits- 
weise biologischer Systeme. Dabei lassen sich aus ciner kombinaiorischen Bibliothek hcte- 
rogener Nucleinsauremolckule durch Variation. Selektion und Replikation neue DNA- 
Oder RNA-Molekiile mil gewiinschien Eigenschaftcn gewinnen. Damii sind in einem der- 
5 artigen in viVro-System alle Fakioren gegeben. die auch bei dcr biologischen Evolution 
auftreten. Mit Recht kann daher hier von einer in vZ/ro- Evolution gesprochen werden, die 
nattirlicherweise ablaufende Vorgange um ein Vielfachcs beschleunigl. Sofem in diesem 
System keine zusSlzlichen Variaiionsschritte auftreien, handelt es nichi um eine in vitro- 
Evolution, sondem lediulich um ein in vi/ro-Selekiionsverfahren. 

10 

Aus einer Gruppe von bis zu 10 verschiedencn RNA-Spczies konnen durch ein zykli- 
sches Vcrfahren von Folymerase-iCcttenreakiion (PGR). Transkription, selektiver Bindung 
und reverser Transkripiion die RNA-Molekiile isolien werden, die hochaffine Bindungsei- 
genschaften oder kaialytischc Eigenschaften besiizen; vgl. Gold et al., a.a.O.. Einer der 

15 wesentlichen Vorteile dieses Verfahrens liegi darin. dafi bei dem zu selekiionierendcn 
MolekUl keine Kenntnisse iiber die Struktur vorhanden sein miissen; Molekule mit 
,^chtiger" Struktur werden durch den Selektionsschritt aus der Ausgangspopulation an 
Molektilen herausgefiltert und konnen, falls erwiinscht, anschiieiknd sequenzieit werden. 
Das Prinzip dieses Selektions- bzw. Evoluiionsvcrfahrens isl in Fig. 1 schematisch darge- 

20 stellt. 

Beispiele fur derartige in viVro-Sclektions- bzw. -Evolutionsverfahren wurden von Tuerk 
und Gold, Science 249 (1990), 505-510. BerzaUHerranz ei al.. Genes & Development 6 
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(1992). 129-134 und von Robertson und Joyce, Nature 344 (1990). 467-468 bereitgestellt. 
Diese Arbeitsgruppen haben iiber etwas unterschiedliche Versuchsansatze erfolgreich 
funktioneile Ribonucleinsauren selektioniert. die eine vorbestimmte. vom natiirlichen 
Substrat verschiedene NucleinsSure binden bzw. spalten. Jn einer neueren Arbeit konnten 
5 Lehmann und Joyce zeigen, daU sich die Metallionenspezifitat eines Ribozyms von Mg2+ 
nach Ca2+ dutch ein derartiges in v/7ro-Evolutionsverfahren andem laBt (Nature 361 
(1993). 182-185). 



Hochaffine RNA- aber auch DNA-MoiekOle kfinnen nicht nur zu dem Zweck konstruiert 
10 werden, dafi sie mit anderen Nucleinsauren, sondem vor alien Dingen mit Proteinen. ande- 
ren kleineren Molekiilen der Zelle oder syntheiischen Verbindungen in Wechselwirkung 
treten. Wechselwirkungen konnen aber auch mit den zellularen Rezeptoren bzw. mit vira- 
ien Partikein angestrebt werden. In der Regel soli durch die Wechselwirkung der hochaffi- 
nen NucleinsSure die Inhibierung oder Stimulicrung einer biologischen Funktion oder in 
IS Sensorsystemen ein Signal erreicht werden. 

Der Vorteil von Nucleinsaure-Bibliotheken gegenQber kombinatorischen Bibliotheken von 
anderen Oligomeren oder Polymeren besteht in der dualen Nanir von Nucleinsauren. Die 
Molekaie besitzen gleichzeitig Genotyp (vemiehrungsfShige Sequenz) und Phanotyp 
20 (funktioneile Stniktur). Dadurch wird es moglich, aus sehr gtoBen kombinatorischen Bi- 
bliotheken fimktionelle MolekQle zu amplifizieren und durch Sequenzierung zu identifizie- 
ren. Die zusatzliche Markierung der MolekOlbibliothek zur Identifizierung fiinktioneller 
Varianten durch z. B. "Tagging" (Janda, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994), 10779- 
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10785) und die damil verbundenen technischen Probleme (Gold et al., a.a.0.; Gold, J. Biol. 
Chem. 270 (1995), 13581-13584) lassen sich vermeiden. Bei der Verwendung von kombi- 
natorischen Phagenbibliotheken zur Identifizierung von Peptidmotiven (Scott und Smith, 
Science 249 (1990), 386-390, Devlin ei al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990), 6378- 
5 6382), bei der die Verbindung von Genotyp und Phanoiyp ebenfalls gegeben ist, bestehen 
andere Nachteile. Wahrend Oligonucleotide von nur 25 Nucleotiden schon sehr stabile 
Strukturen ausbilden konnen, besitzen vergleichbare Oligopeptide grolJe konformationelle 
Freiheiten (Gold et al., a.a.O.). Die strukturelle Freiheii von Pepliden und die daraus resul- 
tierenden eniropischen Nachtcile bei der Wechselwirkung mit Zielstrukturen limilieren die 
10 Einsatzmoglichkeiien von Peptiden, soweit hohe Affinilaten und Spezifitaien fiir die An- 
wendung der Molekiile benotigt werden. Diese Einschrankungen gelten auch fur die Se- 
lektion biologisch stabiler D-Peptide durch Phagenbibliotheken (Schumacher et al., 
Science 271 (1996), 1854-1857). Auch die Verwrcndung cyclischcr Peptide kann diese 
prinzipiellen Nachteile nicht aufheben (Gold et al., a.a.O.). 

IS 

Der besondere Nachteil bei der Verwendung von kombinatorischen Nucleins^ure- 
Bibliotheken gegenuber anderen Oligomeren odcr Polymeren besteht in der geringen Sta- 
bilitat von Nucleinsauren in biologischen FlOssigkeiten. 

20 Alle bisher bekannten Selektions- und Evolutionsverfahren sind jedoch nur in der Lage, 
hochaffine oder katalytische RNAs bzw. DNAs in der natiirlichen Form, d. h. mit D- 
Ribose bzw. D-Desoxyribose als Grundkdrper herzustellen. Bei der Anwendung in bioiogi- 
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scher Umgebung werden diese Molekiile von Enzvmen abgebaut. Der Abbau fuhrt zu einer 
kurzen Wirkungszeit dieser hochaffinen oder katalytischen Nucleinsauren. 

Zwar besteht die Mdglichkeit, nach der Selektion von unmodifizierten NucieinsMuren eine 
5 gezielle Modifikation einzufuhren, die den enzymatischen Abbau verlangsamen soli. Al- 
lerdings iSBt sich der EinfluB dieser Modifikation auf die Struktur und damit die Funktions- 
fahigkeit der Nucleinsauren nicht vorhersagen. Weiterhin lassen sich verSnderte, uner- 
wiinschte Eigenschaften nicht abschatzen. Zudem fiihrt der Abbau chemisch modifizierter 
DNAs Oder RNAs zu Produkten. die als Analoga von Nucleosiden, Nucleotiden oder Oli- 
10 gonucleoiiden auf schwervviegende und nachleilige Weise in den Zellmetabolismus ein- 
greifen konnen. 

Weiterhin isi es moglich, in das Verfahren modifizierte Nucleosidtriphosphaie einzubezie- 
hen, die die Stabilitat der Nucleinsauren erhdhen. Beispiele fiir diese Vorgehensweise wur- 
den von Jellinek ei al., Biochemistry 34 (1995), 1 1363-1 1372 und Eaton and Pieken, Annu. 
Rev. Biochem. 64 (1995) 837-863 beschrieben. Da die Nuclosidtriphosphate mil den ver- 
wendeten Polymerasen kompatibel sein mussen« ist das Spektnim der moglichen Modifi- 
kationen sehr begrenzt. Weiterhin ist zu erwarten, dafi der Abbau dieser modifizierten 
Nucleinsauren zu besonders toxischen Effekten fiihrt. 

Der Erfindung lag somit das technische Problem zugninde, Verfahren bereitzustellen, mit 
denen Qber in viYro-Selektion bzw. -Evolution hochaffine Nucleinsauremolektile hergestellt 
werden konnen, die die vorstehend genannten, im Stand der Technik bekannten Nachteile 
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nicht aufSveisen. Dieses lechnische Problem wird durch die in den Anspnichen gekenn- 
zeichneten Ausfuhrungsformen geldst. Die Erfindung betrifft somii ein Verfahren zur Her- 
stellung von L-Nucleinsauren, welche mit einem in der naturlichen Konfiguraiion auftre- 
tenden Zielmoiekul in Wechselwirkung ireien. das die foigenden Schriue umfaCt: 

(a) Erzeugung einer heierogenen Population von D-Nucleinsauren; 

(b) Inkontaktbringen der Population von Schritt (a) mil der optischen Antipode des 
Zielmolekuls; 

(c) Abtrennen der D-Nuclcinsauren, die nichi mit der optischen Antipode des Zielmole- 
kuls in Wechselwirkung geireten sind; 

(d) Sequenzierung der D-Nucleinsaurcn, die mil der optischen Antipode des Zielmole- 
kuls in Wechselwirkung geireten sind; 

(e) Synthese von L-Nuclcinsaurcn, die in ihrer Sequcnz mit den in Schritt (d) fur die D- 
Nucleinsauren enmittelien Scquenzen ideniisch sind. 

Unter „L-Nucleinsaure'' wird hier jede Nucleinsaure versianden, die in der nalurlicherweise 
nicht vorkommenden L-Konfiguration vorkomml. Dies bedcutet, ddJ anstelle der naturli- 
cherweise das Riickgrat einer NucIeinsSure bildenden D-Ribose oder D-Desoxyribose als 
GrundkCrper der L-Nucleinsauren L-Ribose bzw. L-Desoxyribose verwendet werden. 

Unter dem Begriff „in der naturlichen Konfiguraiion auftretendes Zielmolekiir* wird jedes 
mSgliche Molekiil verstanden, an das eine Nucleinsaure binden kann, sofem es in seiner in 
der Natiu* auftrctenden Struktur vorkommt. Beispiele fur solche Molekflle sind aus L- 
AminosSuren zusammengesetzte Proteine, L-Aminosauren, aus D-Nucleotiden bestehende 
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NucleinsSuren, sowie D-Zucker und daraus zusammengeseizie komplexere Zuckennolekii- 
le. 

Die Erzeugung einer heterogenen Population von D-Nucleinsauren kann mit jedem im 
5 Stand der Technik bekannten Verfahren erfolgen. Beispiele fiir derartige Verfahren sind die 
Amplifikation genomischer Fragmente (Kinzler und Vogelstein. Nucl. Acids Res. 17 
(1989), 3645-3635) odcr die chemische Festphasensynthese von DNA-Molekulen an Syn- 
theseautomaten (Thiesen und Bach, Nucl. Acids Res. 18 (1990), 3203-3209 und Pollock 
und Treisman, Nucleic Acids Res. 18 (1990). 6197-6204). Daniber hinaus isi der Fach- 
10 mann in der Lage, je nach Versuchsanordnung Abwandlungen dieser Verfahren bereitzu- 
siellen, die ebcnfalls zum gewunschien Ergebnis ftihren. Die Nucieinsauren konnen aus 
einer beliebigen Zahl von D-Nucleotiden zusammengcseizt sein. Vorzugsweise weisen die 
D-Nucleinsauren in mindeslens 15 Positionen zufallige (nicht vorbestimmte) Nukleotide 
auf. 

15 

Die heterogene Population von D-Nucleinsauren weist cine beliebige Anzahl von Mitglie- 
dem, vorzugsweise mindeslens 10^ Mitgiieder auf. 

Die D-Nucleinsauren werden in Schritt (b) mit der optischen Antipode des ZielmoIekUls in 
20 Kontakt gebracht, die cine Wechselwirkung der (hoch)affinen Nucleinsaure mit der opti- 
schen Antipode des Zielmolekiils erlauben. 
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Unter „opUscher Antipode des Zielmolekuls" wird hier die enaniiomere Form eincs in der 
naturlichen Konfiguralion vorkommenden (MakrojMolekuls versianden. Die optische An- 
tipode des ZielmolekQls kann nach dem im Stand der Technik beschriebenen Verfahren 
hergeslellt werden. So haben beispielsweise Grata et al. (Nucl. Acids Res. 20 (1992), 3325 
5 bis 3332) die Synthese eines aus L-Desoxyribosen zusammengesetzten Hexadesoxyribo- 
nucleotids beschrieben. Femer konnen die L-Nucleinsauren, wie in Beispiel 1 beschrieben, 
hergeslellt werden. Die optische Antipode eines L-(Poly)peptids kann zum Beispiel nach 
den von Milton et al. (Science 258 (1992), 1445-1448) oder den von Muir (Structure 3 
(1995), 649-652) beschriebenen Verfahren von hergestellt werden. 

10 

Die Abtrennung der D-Nucleinsauren, die nichi mil dcm Zielmolekul in Wechselwirkung 
getreten sind, erfolgl nach im Stand der Technik bekannten Verfahren. Beispielsweise kann 
die Abtrennung fiber ein saulenchromatographisches Verfahren erfolgen, wobei die opti- 
sche Antipode des Zielmolekuls an das Sdulctmiaterial gebunden ist und affine bzw. 

15 hochaffme D-Nucleinsauren unter geeigneten Bedingungen zuriickgehallen werden. Die so 
gebundenen Nucleinsauren kdnnen nach Auswaschen der nicht-gebundenen Nucleinsauren 
vom Saulenmaterial eluiert werden. Die Abtrennung kann aber auch fiber Trenntechniken 
wie Filtermethoden oder magnetische Partikel erfolgen. Der Fachmann ist darfiber hinaus 
in der Lage, die im Stand der Technik bekannten Verfahren fUr seine speziellen Bedfirfiiis- 

20 se zu modifizieren. 

Nachdem die nicht-wechselwirkenden Nucleinsauren von den wechselwirkenden gctrcnnt 
sind, werden die wechselwirkenden Nucleinsauren von der opiischen Antipode des Zielmo- 
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lekuJs geirennt. Sofem einc limitierie Heterogenitat der Population von Schritt (a) vorgele- 
gen hat und davon ausgegangen werden kann, daB eine genugende Anzahl gleicher oder 
ahnlichcr Molekule vorliegt, konnen die zuvor mil der optischen Antipode des Zielmole- 
kals wechselwirkenden p-Nucleinsauren direkt sequenziert werden. Geeignete Sequenzier- 
verfahren sind im Stand der Technik bekannt; vgl. Sambrook et al.. Molecular Cloning. A 
Uboratory Manual 2. Aufl. 1989. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. 
Sofem in diesem Selektionsverfahren Nucleinsauren verschiedener Sequenz an die opii- 
sche Ancipode des Zielmolekuls binden und anschlieBend sequenziert werden, kann eine 
Sequenzinformation erhalten werden, die an verschiedenen Positionen mehrdeutig ist. Al- 
lerdings kann damit gcrechnei werden, daB eine Anzahl von Nucleinsauren in bestimmten 
Positionen konserviert ist. Dies deuiet auf ihre Rolle bei der Bindung der optischen Anti- 
pode des Zielmolekuls hin, wie von Blackwell et al. gezeigt werden konnte (Blackwell und 
Weintraub. Science 250 (1 990), 1 104 bis 1 1 10, Blackwell el al.. Science 250 (1990), 1 149 
bis 1151). Mil dieser limitierten Information isi der Fachmann bereits in der Lage, eine L- 
Nucleinsaure zu synthetisieren, die an das gewtinschte Zielmolekiil binden kann. 

Das Verfahren zur Identifizierung spiegelbildlicher Nucleinsauren ist fur viele Anwendun- 
gen aufwendig, da zunachst die optische Antipode der Zielsiruktur in enantiomerenrciner 
Form zu prdparieren ist. Die Racemat-Spaltung lafit sich umgehen, wenn die enantiomeren- 
reine Zielstniktur zur Verfugung steht. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfomi 
betrifit die Erfindung daher ein Verfahren, das die D-Nucleins&uren mit dem racemischen 
Gemisch eines Zielmolekuls in Wcchselwirkung bringl. Die Ablrennung der D- 
Nucleinsauren, die nicht mit dem racemischen Gemisch des Zielmolekuls in Wechselwir- 
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kung getreten sind, erfolgt nach im Stand der Technik bekannten Verfahren. Beispielswcise 
kann die Ablrennuna uber cin saulenchromaiographisches Verfahren erfolgen, wobei das 
racemische Gemisch des Zieimolekiils an das Saulenmaterial gebunden ist. und affine bzw. 
hochaffine D-Nucleinsauren unier geeigneien Bedingungen zuriickgehalien warden. Hier 

S binden zunachst Nucleinsauren. die entweder (a) an die Zielstrukiur, (b) an die spiegelbild- 
liche Zielstruktur oder (c) aufgrund geringer chiraler Diskriminiening nriit beiden Isomeren 
in Wechselwirkung treten konnen. Der Anieil hochaffiner D-Nucleinsauren, der an das na- 
tiirliche Enantiomcr gebunden ist oder geringe chirale Spczifitat besiizt, kann durch Elution 
mil dem naturlichen Zielmolekul ausgewaschen werden. Die verbliebenen, an die oplische 

10 Anlipode gebundenen D-Nucleinsauren, konnen dann mit dem racemischen Gemisch spe- 
zifisch eluien werden. Damit wird es moglich. das Verfahren der Spiegelselekiion bzw. 
Spiegelevolulion auch ohne Isolierung der optischen Anlipode dcs Zieimolekiils durchzu- 
fiihren. 

15 Die Synthese der L-Nucleinsauren erfolgt nach dem im Stand der Technik bekannten Ver- 
fahren (Urata et al., a.a.O.) bzw. nach dem in Beispiel I beschricbencn Verfahren. 

Aus den Betrachtungen von L. Pasteur (z. B, in Soc. Chim. Paris 1860, 1, (1860) Uber En- 
antiomere ISBt sich postuHeren, dafi die naturlich auftretenden Nucleinsauren optische An- 
20 tipoden besitzen, deren Grundkorper die L-Ribose bzw. L-Desoxyribose ist. Erfindungsge- 
mM8 ist nunmehr gelungen, die chemische Fcstphasensynthcse von L-RNA und L-DNA in 
belicbiger Sequenz zu etabliercn (vgl. Beispiel 1 ). 
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Betrachtet man jetzt eine nach dem erfmdungsgemaBen Verfahren selektionierie Nuclein- 
saure, so laBt sich postulieren, daO ein enisprechendes L-Polymeres ideniischer Sequenz 
mil der optischen Anlipode des Zielmolekiils in gleicher Weise vvcchselwirkt. Wird nun 
das Enantiomere des Zielmolekiils bei dem Evolutions- oder Selekiionsverfahren einge- 
setzt, so laBl sich eine Sequenzinfonnation gewinnen. die die Produktion von hochaffinen 
Oder katalytischen L-RNAs bzw. l-DNAs eriaubl. Das Prinzip dieses Verfahrens ist in Fig. 
2 dargestellt. Der Voneil dieses als Spiegeiselektion oder Spiegelevolution bezeichneien 
Verfahrens liegt in der hohen Stability der Produkte in biologischer Umgebung. Mit die- 
sem Verfahren wurde erstmalig ein L-Oligoribonucleotid idenlifizien, das mit hoher Affini- 
tat an das natiirlich auftreiende D-Adenosin bindei (vgl. Beispiel 2). Nach Inkubaiion des L- 
Oligoribonucleoiids in Humansenim konnte kein Abbau fesigestellt werden. Bei den nach- 
folgenden Uniersuchungen lieB sich nachweisen, dafl das L-Oligoribonucleotid nur das D- 
Adenosin bindet und das D-Oligoribonucleolid nur das l--Adenosin. Damit ist gezeigt, dafl 
sich D- und L-Oligonucleotide mit identischen. kovaleni verkniipften Nucleotidbindungen 
in cxakt gleicher Weise zur dreidimensionalen Strukiur fallen, und dafl die Nucieotidse- 
quenz allein die Tertiarstniktur einer Nucleinsaure bestimmt. Die in Beispiel 2 beschriebe- 
ne Affinitat der L-RNA zu D-Adenosin (Dissoziationskonstante von 1,8 ^M) liegt im Be- 
reich der bisher durch in vitro Evolution erzielten Affinilaien von D-RNA zu Nucleosiden 
(vgl. Connell und Yams, Science 264 (1994), 11 37-1 141 und Huizenga und Szostak, Bio- 
chemistry 34 (1995), 656-665). Damit ist erstmalig gezeigt, dafl L-Nucleinsauren in der 
Lage sind, gleichgroBe Affinitaten zu natiirlich auftretenden chiralen Zielsubstanzen zu 
entwickeln, wie D-NucleinsMuren. Das Prinzip des Verfahrens konnte durch die Identifizie- 
nmg von Arginin-spezifischen Liganden bestaiigi werden (vgl. Beispiel 3). 
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Die Spiegelevolution bzw. Spiegelseleklion weisi die Besonderheii auf. daO auf die opli- 
sche Antipode des Zielmolekiils selektioniert wird. Diese Besonderheit bringt zwci we- 
sentiiche Vorteile mit sich: Zum einen wird die opiische Antipode des Zielmoiekiils wah- 
5 rend des erfindungsgemaflen Verfahrens nicht so leicht abgebaut, wie dies fur die natQrlich 
vorkommenden Enantiomere der Fall ist. Dies spiell insbesondere dann eine Rolle, wenn 
das ZielmolekQl eine RNA ist. Zweilens bietel das hier beschriebene Verfahren insbeson- 
dere den im Stand der Technik unbekannten VoneiK daD nach erfolgter Selcktion bzw. 
abgeschlossener Evolution das Enantiomere der selektionierten (hoch)affinen D- 
10 Nucleinsaure hergestellt wird. 

Diese L-Nucleinsaure weist nicht nur die vorstehend beschriebene hohc Stabilitat in biolo- 
gischer Umgebung auf, die ihre langanhaltende Wirkung in biologischen Sysiemen garan- 
tiert. Als Folge dieser Stabilitat, die auf das Fchlen geeigneier degradierender Enzyme in 

15 biologischen Systemen zuriickzufuhren ist, entstehen keine Metaboliten dieser Nucleinsau- 
ren, die eine gesundheitliche Gefahrdung darstellen konnten. DarOber hinaus durften diese 
L-Nucleinsauren auch vom Immunsystem nicht oder kaum prozessiert werdcn und damit, 
wenn Oberhaupt, cine nur gcringe Inununreakiion hervomifen. Die Produkte des crfin- 
dungsgemSBcn Verfahrens kSnnen demnach unbedenklich als Arzneimittel eingesetzt wer- 

20 den. 

Das crfindungsgemafle Verfahren liefen somit Produkte, die Spiegelbilder der natOrlich 
vorkommenden Nucleins^uren sind. Diese Produkte haben eine defmierte Sequenz und 
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besitzen eine hohe Bindungsaffmitai gegen cinen vorgegebenen Liganden oder katalysieren 
eine gewiinschte Reakiion an cinem beliebigen Zielmolekiil. Damii verfiigi man uber 
chemisch synthetisierte Polymere. die eine hohe biologische Slabilitat aufweisen iind in 
Analogic zu monoclonalen Antikorpem eingesetzt werden kdnnen. Die vielseiiigen hydro- 
lytischen Eigenschaften, aber moghcherweise auch synthetischen Eigenschaften. machen 
diese crfindungsgemaBen Molekule, insbesondere fiir chemische oder pharmazeulische 
Anwendungen interessant. 

In einer weiieren bevorzugien Ausfuhningsfcrm betrifft die Erfindung ein Verfahren, wo- 
bei zusatzlich im Anschlufl an Schritl (c) folgender Schrin eingefiigt wird: 
(ca) Amplifikaiion der D-Nucleinsauren, die mit der optischen Anlipode des Zielmole- 
kals in Wcchsclwirkung geireten sind. 

Mit dieser Ausfiihrungsform des crfindungsgemaBen Vcrfahrens lassen sich insbesondere 
solche D-Nucleinsauren selektionieren, die in der heierogenen Ausgangspopulation in ge- 
ringer Anzahl vorliegen. Das Prinzip dieser bevorzugien Ausfiihrungsform isc in Fig. 3 
dargestellt. Der zusMtzliche Ampiifikationsschritt vermehrt die durch Bindung an die opii- 
sche Antipode des Zielmolekiils erhaltenen (hoch)affinen D-Nucleinsauren. Diese konnen 
in eincm emeuten Selektionsschritt weiter angereichert oder nach Amplifikaiion direkt 
sequenziert werden. 

Die Amplifikationen konnen jedoch auch in isothennaien Systemen durchgefUhrt werden. 
Deranige Systeme wurden beispielsweise von Guatelli et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
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87 (1990) 1874-18.78), und Walker et aL (Nucl. Acids Res. 20 (1992), 1691-1696) be- 
schrieben. 

In einer weiteren bcvorzugien Ausfuhrungsform dcs crfindungsgemaBen Verfahrens wei- 
5 sen die D-Nucleinsauren der Population von Schritt (a) an ihren 5'- und 3'-Enden Primer- 
bindungsstellen bzw. Komplementarsequenzen zu Primerbindungsstellen auf, die eine 
Amplifikation der in Schritt (ca) erhaltenen D-Nucleinsauren durch PCR ermoglichen. 

Diese Ausfiihrungsform dcs erfindungsgemaOen Verfahrens ist besondcrs ceeignet, wenn 
10 die Seleklion der D-Nucleinsaure auf RNA-Ebcne erfolgi. Dariiber hinaus kann die Trans- 
kription mittels einer DNA-abhangigen RNA Polymerase als zusatzlicher Amplifikaiions- 
schritt neben der PCR vcrwendei werden. Eine Kombinaiion dieser beiden Amplifikalions- 
schrine ermSglicht somit eine besonders hohe Ausbeuic an D-Nucleinsaurematerial, das 
nnit der optischen Antipode des Zielmolekiiis in Wechsclwirkung getreten ist. 

15 

In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform des erfmdungsgemaflen Verfahrens wird 
im AnschluB an Schritt (ca) folgender Schritt eingefugi: 

(cb) Inkontaktbringen der ampHfizierten D-Nucleinsauren mil der optischen Antipode 
des Zielmolekiiis, 

20 an die sich die Schritte (b) und gegebenenfalls (ca) vor der Durchfiihrung des Schrittes (d) 
anschliefien, wobei die Schritte (cb), (b) und gegebenenfalls (ca) in dieser Reihenfolge ein 
oder mehrere Male wiederholt werden kdnnen. 
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Die Ainplifikaticn der in den Selekiionsschrinen isolierten D-Nucleinsauren durch PGR 
fiihrt auf bequeme Weise zur Anreicherung der gewiinschien D-Nucleinsauren. In der be- 
vorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens, bei dem mehrere Cyclen 
von Inkontaktfaringen der amplifizierten D-NucleinsSuren mil der opiischen Antipode des 
5 Zieimolekuls, nachfolgendes Abtrennen der nicht gebundenen Molekule (Selektion) und 
Amplifikation aufeinander folgen, werden letztendlich die Nucleinsauren mil der hochsten 
Bindungsaffiniiat seleklionien. Durch Variation des molaren VerhSlinisses von opiischer 
Antipode des Zielmolekiils und D-Nucleinsauren kann auf eine Mehrzahl von (hoch)affinen 
D-Nucleinsauren (VerhSltnis >l) oder auf eine oder nur wenige Nucleinsauren (VerhSltnis 
10 <1) selektioniert werden. Enlsprechend erhalt man in Schritt (e) eine oder wenige hochaffi- 
ne L-Nucleinsauren oder eine Mehrzahl (hoch)affiner L-Nucleinsauren. Ein entsprechendes 
Ergebnis ISBt sich durch Variation der Anzahl von Selektionsschritten erreichen, wobei 
eine grofle Anzahl von Selektionsschritten letztendlich auf eine oder wenige D- 
Nucleinsfiuren mil hohen Bindungsaffmitaten selekiionieren wird. 

15 

Der Amplifikationsschritt in dem erfmdungsgemaflen Verfahren laflt sich bequemerweise 
durch PGR bewerkstelligcn. Die PGR ist ein im Stand der Technik gut etabliertes Verfah- 
ren, dessen Prinzipien beispielsweise in Sambrook, a.a.O. beschrieben sind. Sowohl RNA 
als auch DNA kSnnen fiber PGR amplifiziert werden, wobei bei der Amplifikation von 
20 RNA noch ein Verfahrensschritt, der die Umschreibung von RNA in eine korrespondicren- 
de cDNA mittels reverser Transkriptase bewirkt, eingefugt werden kann. 
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Die Amplifikation kann jedoch auch mil anderen im Stand der Technik bekannien Verfah- 
ren erziclt werden. 

In eincr weiteren bevomigien Ausfiihrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens wer- 
5 den bei der Amplifikation Nucleotide in die neu zu synthetisierenden Nucleotidstrange 
eingebaut, die an dieser Nucleotidsaureposition in den in Schritt (a) vorkommenden, mit 
dem Zielmolekul wechselwirkenden D-Nucieinsauren nichl vorkommen. 

Durch diese bevorzugle Ausfiihrungsform kann ahnlich wie in der biologischen in vivo- 
10 Evolution auf neue, in der Ausgangspopulation nicht vorkommende D-Nucleinsaurespecies 
selektionicrt werden. Hier liegt also ein Fall von in v/7ro-EvoIution vor. Mehrere Varianten 
dieses Verfahrens sind denkbar. die alle in den Schuizbereich der vorliegenden Erfindung 
fallen. 

15 Einmal kann die Amplifikation per se durch ein Verfahren erfolgen, das eine gewisse Feh- 
lerrate beim Einbau der Nucleotide in den neu zu synthetisierenden Strang aufweist. Die 
PCR ist als ein solches Verfahren bekannt. 

Sofem die ftir eine optimale Binding erforderiiche Bindungsstelle mehr als etwa 25 
20 Nucleotide aufweist, ist die entsprechende Sequenz mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit 
nicht in der urspriinglichen Population von Schritt (a) enthalten. Dies liegt daran, daB aus 
Praktikabilitatsgriinden ab einer bestimmten Lange der Nucleotidsequenz (die im Bereich 
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von etwa 25 Nucleoiiden liegt) in dieser Population nicht jede mogliche Sequenz enthalien 
sein kaiin. 



Wenn die optimale Sequenz fiir die Bindung an die optische Antipode des Zielmolekiils in 
der Population von Schritt (a) latsachlich nicht vorhanden isl. kann sie dennoch mit dem 
erfmdungsgemalkn Verfahren selekiioniert werden. Dies geschieht dadurch, dafl zunSchst 
eine D-Nucleinsaure mil suboptimaler BindungsaffinitSt aus der Population isolien wird 
(innerhalb der Population stelU diese Sequenz alierdings das Molekul mil optimaler Bin- 
dungsaffmitat dar). AnschlieCend wird diese Sequenz wahrend der Amplifikaiion mutaee- 
nisien. Solche Muiagenisierungsverfahren sind im Stand der Technik bekannt (vgl. bei- 
spielsweisc Light and Lemer, Bioorg. Med. Chem. 3 ( 1 995), 995-967 und Pannekoek et al., 
Gene 128 (1993), 135-140). Dabei kann die gesamte Sequenz mutagenisiert werden. Die 
muiagenisierte Sequenz wird weiteren Selektionsschrittcn unienvorfen, wobei mehrere 
Cyclen von Amplifikaiion mit Mutagenese und anschlieBcnde Selektion aneinandergereiht 
werden kdnnen, bis eine D-Nucleinsaure mil opiimalen Bindungseigenschaften geftinden 
worden ist. 



Feraer kann aus praklischen Grunden zunachsi eine kurze D-Nucleinsaure eingefiigt war- 
den, die die optimalen Bindungseigenschaften ihrer Population aufweist. Man bestimmt 
nach im Stand der Technik bekannten Verfahren die fur die Bindung essentiellen Positio- 
nen und ersetzt die librigen Nucleotidbereiche durch langere Abschnitte. Daran schlieflen 
sich wiederum eine oder mehrere Amplifikations- und Selelektionsrunden an. Beim so 
ermittelien Molekul mit den optimalen Bindungseigenschaften werden wiederum die fiir 
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die Bindung nicht essentiellen Teiie der Sequenz durch eine randomisierte Sequenz ersetzt. 
Dieser Verfahrensabschniu ist beispielsweise in W 91/19813 in anderem Zusammenhang 
beschrieben und wird don als ^Walking*' bezeichnet. 



5 In einer weiteren AusfUhrungsfonn der vorliegenden Erfindung werden L-NucieinsMuren 
direkl mil einem in der natiirlichen Konfiguraiion vorkommenden Zieimolekiil in Wcch- 
selwirkung gebracht. Die llrfmdung betriffi somii ein Verfahren zur Herstellung von L- 
Nucleinsauren, dafi die folgcnden Schritte umfafit: 
(a) Erzeugung einer heicrogencn Population von i.-Nuclcinsauren; 

to (b) Inkontaktbringen der Population von Schriti (a) mit dem Zieimolekiil; 

(c) Abtrennen der L-Nucleinsaurcn, die nichi mil deni Zieimolekiil in Wechselvi^irkung 
geireten sind; 

(d) Sequenzierung der L-Nucleinsauren, die mit dem Zielmolckul in Wechselwrirkung 
geireien sind; 

15 (e) Synlhese von L-Nucleinsauren, die in ihrcr Sequenz mit den in Schritt (d) erminelten 
Sequenzen idenlisch sind. 

Die Erzeugung einer heterogenen Population von L-Nucleinsauren erfolgl nach dem im 
Stand der Technik bekannten Verfahren (Uraia ei al., a.a.O0 bzw. nach dem in Beispiel 1 
20 beschriebenen Verfahren. Nachdem die nicht vvechelvvirkenden L-Nucleinsauren von den 
wechselwirkenden gctrennt sind, werden die wechselwirkenden Nucleinsauren vom Ziel- 
molekOl getrennt. Die L-NucleinsSuren werden dann nach dem in Beispiel 4 aufgefiihrten 
Verfahren iterativ vereinzelt. Ansielle der in Beispiel 4 benutzten L-Proleine werden hier D- 
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Proteine verwendct. Die optischen Antipoden der Enzyme kSnnen nach den von Milton et 
ai. (a.a.O.) oder den von Muir (a.a.O.) besclmebenen Verfahren hergestellt werden. Die 
Strangtrennung icann mit der in Beispiel 4 beschriebenen Methode oder mil jedem im 
Stand der Teclmik bekanntem Verfahren durchgefiihn werden. Beispiele fur deranige Ver- 
5 fahren sind Strangtrennungsgele (Maxam und Gilbert. Proc. Natl. Acad. Sci. 78 (1977), 
560-564. Maniaus, a.a.O.) oder Festphaseiisequenziemng (Huliman et al.. Nucl. Acids Res. 
17 (1989). 4937-4946, Hultman et al.. BioTechniques 10 (1991). 84-93). Eine weitere 
Moglichkeit, einzelstrangige DNA nach einer PCR zu erhalten. besteht darin. einen Primer 
mit intemem spacer (z.B. Polyethylenglykol) einzusctzen (Williams und Bartel. Nucleic 
10 Acids Res. 23, ( 1 995) 4220-422 1 ). 

Die (ur die Sequenzierung benotigten L-Desoxynucleosidtriphosphate und l- 
Didesoxynuclcosidtriphosphate werden durch chemische Synthese aus den in Beispiel I 
beschriebenen L-Nucleosiden nach den im Stand der Technik fur D-Nucleoside beschriebe- 
nen Verfahren gewonnen. Bei der Triphosphai-Darstellung werden zunachsi die vier L- 
15 Desoxynucleoside an der 5'-Position phosphoryliert (Yoshikawa et al.. Tetrahedron Lett. 
(50). 1967, 5065-5068). Die 5'-Monophosphate werden dann in ihie 5'-Triphosphate um- 
gewandelt (Hoard und Ott. J. Am. Chem. Soc. 87 (1965). 1785-1788). Zur Darstellung der 
L-Didesoxynucleodidtriphosphate werden zunachst die L-Desoxynucleoside in L- 
Didesoxynucleoside umgewandelt Die Synthese der Pyrimidin-i^-didesoxynucleoside kann 
20 in mehrstufigen Verfahren nach Horwitz et al. (J. Org. Chem. 32 (1967). 817-818) und 
Joshi et al. (J. Chem. Soc. (1992). 2537-2544) erfolgen. Das Guanosin-L- 
didesoxynucleosid ist nach Herdewijn et al. (J. Med. Chem. 31 (1988), 2040-2048). und 
das Adenosin-L-didesoxynucleosid ist nach Chu et al. (J. Org. Chem. 54 (1989), 2217- 
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2225) darstellbar. Die erhaltenen vier L-Didesoxynucleoside werden dann mil den oben 
erwahnien Verfahren von Yoshikawa el al. (Tetrahedron Leu. (50), 1967, 5065-5068) und 
Hoard und Ott (Hoard und Ott. J. Am. Chem. Soc. 87 (1965), 1785-1788) Uber die Zwi- 
schenstufe der 5 -Monophosphate in ihre jeweiligen 5'-Triphosphate uberfiihrt. 
5 In einer wciieren bevorzugten Ausfiihrungsform beirifft die Erfmdung ein Verfahren, wo- 
bei zusatzlich im Anschlufi an Schritt (c) folgender Schritt eingefiigt wird: 
(ca) Amplifikation der L-Nucleinsauren. die mil dem Zielmolekul in Wechselwirkung 
getreten sind. 

10 Die Vermehrung der L-Nuclcinsauren wird durch D-Polymerasen erreichl, die nach den von 
Milton el al. (a.a.O.) oder den von Muir (a.a.O.) bcschriebencn Verfahren hcrgesielll wer- 
den. Mil dieser Ausfiihrungsform des erfindungsgcmalien Verfahrens lassen sich insbeson- 
dere solche L-Nucleinsauren selekttonieren, die in der heterologen Ausgangspopulation in 
geringer Zahl vorliegen. Das Prinzip dieser bevorzugten Ausfuhrungsform ist in Fig. 5 dar- 

15 gesiellt. Der zusatzliche Amplifikationsschrin vermehn die durch Bindung an das Zielmo- 
lekul erhaltenen (hoch)affinen L-Nucleinsauren. Diese konnen in einem emeuten Selekti- 
onsschritt weiter angereichert oder nach Amplifikation direkt sequenziert werden. 

Die Ampliflkationen k5nnen jedoch auch in isothermalen Systemen mil entsprechenden D- 
20 Polymerasen durchgefiihrt werden. Derartige Systeme wwden beispielsweise von Guatelli 
et al. (a.a.O.), imd Walker et al. (a.a.O.) fur i,-Polymerasen beschrieben. 
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In einer wciteren bevorzugien Ausfuhningsform des erfindungsgemaBcn Verfahrens wei- 
scn die L-Nucleinsauren der Population von Schrin (a) an ihren 3'- und 3'-Enden Primer- 
bindungsstellen bzw. Komplementarsequenzen zu Primerbindungsstellen auf» die eine 
Amplifikation der in Schrin (ca) erhaltenen L-Nucleinsauren durch spiegelbildliche PGR 
5 ermoglichen. 

Diese Ausfiihrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist besonders geeignet, wenn 
die Selektion der L-Nucieinsaure auf RNA-Ebene erfolgt. Dariiber hinaus kann die spie- 
gelbildliche Transkription mitiels einer DNA-abhangigen D-RNA Polymerase als zusatzli- 
10 cher Amplifikationsschrili neben der spiegelbildlichen PGR vervvendel werden. Eine 
{Combination dieser beiden Amplifikationsschritte enndglicht somit eine besonders hohe 
Ausbeute an l.-Nucleinsaurematcrial. das mit dcm Zielmolekul in Wechseiwirkung getreten 
ist. 

15 In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform des erfmdungsgem^en Verfahrens wird 
im AnschluB an Schritt (ca) folgender Schrin eingefugt: 

(cb) Inkontaktbringen der amplifizierten L-Nucleinsauren mit dem Zielmolekul, 
an die sich die Schritte (b) imd gegebenenfalls (ca) vor der Durchfiihrung des Schrittes (d) 
anschlieBen, wobei die Schritte (cb), (b) und gegebenenfalls (ca) in dieser Reihcnfolge ein 
20 Oder mehrere Male wiederholt werden konnen. 

Die Amplifikation der in den Selektionsschrinen tsolierten L-Nucleinsauren durch spie- 
gelbildliche PGR fuhn auf bequemc Weise zur Am-eicherung der gewQnschien L- 
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Nucieinsauren. In der bevorzugten Ausfiihningsform des erfindungsgemafien Verfahrens, 
bei dem mehrere Cyclcn von Inkoniaktbringen der amplifizierten L-Nucleinsauren mil dem 
Zielmolekttl, nachfolgendes Abtrcnncn der nichi gebundenen Molektile (Selektion) und 
Amplifikation aufeinander folgen, werden letztendlich die Nucieinsauren mit der h5chsien 

5 BindungsafTmitai selekiionien. Durch Variation des molaren Verhaltnisses von Zielmole- 
kiil und L-Nucleinsaurcn kann auf eine Mehrzahl von (hoch)affinen L-Nucleinsauren 
(Verhalmis >1) oder auf eine odcr nur wenige Nucieinsauren (Verhaltnis <1) selektioniert 
werden. Enisprechend erhalt man in Schriu (c) eine oder wenige hochaffine L- 
Nucleinsaurcn oder eine Mehrzahl (hoch)afrincr l.-Nucleinsauren. Ein cntsprcchendes Er- 

10 gebnis laflt sich durch Variaiion der Anzahl von Selekiionsschrittcn erreichen. wobei eine 
groik Anzahl von Selektionsschrilten letztendlich auf cine oder wenige L-Nucleinsauren 
mit hohen Bindungsaffmitiiien selektibnieren wird. 

In einer weitercn bevorzugten Ausfuhningsform des crrindungsgemaDen Verfahrens wer- 
15 den bei der Amplifikation Nucleotide in die neu zu synthetisierenden Nucleotidstrange 
eingebaut, die an dieser Nucleotidsaurcposition in den in Schritt (a) vorkommendeni mil 
dem Zielmolektll wechselwirkenden L-Nucleinsauren nicht vorkonimen. 

Durch diese bevoizugte Ausfuhningsform kann ahnlich wie in der biologischen in vivo- 
20 Evolution auf neue, in der Ausgangspopulalion nicht vorkommende L-Nucleinsaurespecics 
selektioniert werden. Hier liegt also ein Fall von spiegelbildlicher in v//ro-Evolution vor. 
Mehrere Varianlen dieses Verfahrens sind denkbar, die alle in den Schutzbereich der vor- 
liegenden Erfindung fallen. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



W098m8856 



23 



PCT/EP97/04726 



In einer bevorzugten Ausfthrungsform beirifft die Erfmdung cin Verfahren, wobei die 
Wechselvvirkung in einer Bindung besteht. 

5 In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens be- 
steht die Wechselwirkung in einer katalytischen Reaktion. 

Da die an der Wechselwirkung beteiligien Molekiile vor Ablauf dcr katalytischen Reaktion 
miteinander in Wechselwirkung treten mussen. implizicri diese Ausfiihrungsform ebenfalis 
10 eine Wechselwirkung z.B. der (hoch)affmen D-Nucleinsaure mil der optische Aniipode des 
Zielmolekiils. 

Deranige katalvtische Reaktionen sind beispielsweisc fur Ribozyme beschrieben worden 
(vgl. beispielsweisc Robertson und Joyce, a.a.O.). Beispiele fur neuarlige Katalysatore sind 

15 weiterhin von Pan und Uhlenbeck (Biochemistry 33 (1994), 9561-9565), sowie Bartel und 
Szostak (Science 261 (1993), 1411-1418) beschrieben worden. Lorsch und Szostak (Nature 
371 (1994), 31-36) konten durch in viuro-Selektion ein Ribozym mil Kinase- Aktivitat 
identifizieren. Breaker und Joyce (Chem. Biol. 1 (1994), 223-229) haben ein neues De- 
soxyribozym beschrieben, daO die Spaitung einer Phosphodiesterbindung katalysiert, waih- 

20 rend Cuenoud und Szostak (Nature 375 (1995), 611-614) ein DNA-Metalloenzym mit 
DNA-Ligase-Aktivitat identifizieren koruiten. 
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In einer anderen bevorzugten Ausfthrungsform der erfindungsgemaBen Verfahren sind die 
Nucleinsauren von Schrin (a) Desoxyribonucleinsauren. 

In eincr besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der erfindungsgemaBen Verfahren sind 
5 die Ribonucleinsauren Desoxyribozyme. 

In eincr vveiteren bevorzugten Ausfiihrungsfonn der erfmdungsgemaflen Verfahren sind die 
Nucleinsauren Ribonucleinsauren. 

10 In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des erfmdungsgemaflen Verfahrens sind 
die Ribonucleinsauren Ribozyme. 

Diese bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erlaubt die Selek- 
lion der gewunschten Molekiile nicht durch Bindung an die oplische Anlipode des Zielmo- 

15 lekiils, sondem auch deren katalytische Aktivitat. Somii umfaBt Schritt (b) des erfmdungs- 
gem^en Verfahrens unmittelbar in Zusammenhang mit der Bindung an die optische Anti- 
pode des Zielmolekvils gegebenenfalls auch eine Spaltung eines Substrats, das ublicherwei- 
se das ZielmolekQl oder ein Teil davon sein wird. Die Spaltung des Substrats kann dabei 
Ausgangspunkt filr die weitere Amphfikation und Selektion geeigneter Ribozyme sein. 

20 Entsprechende Systeme sind u, a. von Robertson und Joyce (a.a.O.) beschrieben worden. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist das Zielmolekiil 
eine Aminosaure, ein Peptid, ein Polypeptid, oder ein aus mehreren Polypeptiden zusam- 
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mengeseiztes Protein. Die Polypeptide oder Proteine konnen glykosiliert oder nicht gly- 
kosiliert sein. 

ErfindungsgemaO wird unter Aminosaure, Peptid, Polypeptid und Protein jedes dieser 
5 (Makro)Molekule versianden, mit der die D-Nucleinsauren oder L-Nucleinsauren (?) wech- 
selwirkcn konnen, Beispiele deraniger (Makro)Molek(]le sind Enzyme. Sirukturproteine 
und Hormone. Die (Makro)Molekule konnen demgemaO Bestandteile einer grdfieren 
Struklur sein oder frei in biologischen Systemen in Losung vorliegcn. 

10 In einer anderen bevorzugien Ausfiihrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens isi das 
Zielmolekul eine einzelslrangige RNA, eine doppelsirangige RNA, eine einzelstrangige 
DNA oder eine doppelstrangige DNA, sowie Kombinationen daraus. 

Fur den Fachmann isi selbstverstandlich, dafl diese Nucleinsauren unter verschiedenen 
15 Bedingungen verschiedene Konformationen einnehmen konnen. Das erfindungsgemafle 
Verfahren umfaflt jede Konformaiion, die diese (Makro)Molekule oder Kombinationen 
daraus einnehmen kfinnen. Das erfindungsgemafle Verfahren umfaflt weiterhin Kombina- 
tionen dieser Makromolekiile. Solche Kombinationen konnen beispielsweise aus einzel- 
und doppelstrSngiger RNA oder DNA oder aus Tripelhelices bestehen. 

20 

Ein Antibiotikum oder etn pharmazeutisch wirksames Substrat oder dessen Vorstufe ist das 
ZielmolekOl einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaflen Verfah- 
rens. 
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Bevorzugie pharmazeuiisch wirksame Substrate sind z. B. Sieroide. ACE-Hemmer, B- 
Blocker und Diurelika. Mil den erfindungsgemafien L-Nucleinsauren kaim somit wirksam 
in eine Therapie eingegriffen werden und die Halbwertszeii eines Antibiotikums oder 
5 pharmazeuiisch wirksamen Substrais wirkungsvoll herabgesetzi werden. 

Zielmolekul in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Ver- 
fahrens isi ein Zuckermolekiil. beispielsweisc cin verzwcicier oder ein unverzweigter Poly- 
zucker. 

10 

Der Begriff ,^uckermolckul". wie hier verwcndci, bctrifft sowohl monomere als auch zu- 
sammengeselzie komplexe Zuckerstnikturen. 

In einer anderen Ausfiihrungsform des erfindungscemaJien Verfahrens erfolgi die Synthese 
15 der L-Nucieinsaure in SchriU (e) auf chemischem oder enzymaiischem Wege. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgcmaflen Verfahrens un- 
faflt die chemische Synthese der L-Nucleinsauren in Schritt (c) folgende Schritie. 
(ea) Synthese von L-Nucleosiden; 
20 (eb) Synthese von geschiitzten L-Nucleosidphosphoramiditen; und 
(ec) Festphasensynthese der L-Nucleins^uren am Auiomaten. 
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Die Erfindung betriffl femer L-Nucleinsauren, die spezifisch an ein wie vorstchend defi- 
nienes Zieimolekul binden. 



Die erfindungsgemafien L-Nucleinsauren werden vorzugsweise mit dem erfindungsgema- 
5 Ben Verfahren hergesielli. Daruber hinaus sind die erfindungsgemafien L-Nucleinsauren 
mit jeder Abwandlung des erfindungsgemafien Verfahrens herstellbar, sofem nur der Se- 
lektionsschrin unter Verwendung der optischen Antipode des Zieimolekiils und der Syn- 
theseschritt unter Benulzung einer D-Nucleinsaure als Mairize verwendet werden. 

10 Die erfindungsgemafien L-Nucleinsauren kdnnen vielfaltig eingescizt werden. Aufcrund 
der hohen Affinital fiir das Ziclmolektil konnen sie in ahnlicher Weise wie monoclonalc 
AntikQrper eingeseizt werden. Sie kdnnen beispiclsvvcise mit einem Marker oder einer 
cyiotoxischen Gruppe versehen werden. Die erfindungsgemafien L-Nucleinsauren konnen 
zur Stimulierung oder zur Inhibierung der bioiogischen Funkiion eines Zieimolekiils ver- 

15 wendei werden. Weilerhin lassen sich die L-Nucleinsauren an Tracer koppein und als Af- 
finitalsmaterial zur Reinigung oder Abtrennung von Zielmolekulen einsetzen. Immobili- 
sierte L-Nucleinsauren kdnnen z.B. zur Trennung von Enantiomeren oder zur Abtrennung 
enantiomerer Verunreinigungen eingesetzt werden. Sie konnen weiterhin zur Aufreinigung 
und/oder Abtrennung von zellularen Faktoren oder Zellen dienen. Nach Kcnntnis von 
20 DNA-Sequenzen ist es z.B. mdglich, aus den abgeleiieten Protein-Sequenzen entsprechen- 
de optische Antipoden (i>-Proteine bzw. D-Peplide) im erfindungsgemafien Verfahren ein- 
zusetzen und somit gezielt Affinitatsmaterialien herzusteilen. Immobilisierte L- 
Nucleinsauren konnen weilerhin als Aflinitatsmaterial zur Abtrennung zellularer Faktoren 
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Oder Zellen eingesetzi werden, wie z.B. bei der Abtrennung toxischer Komponenten durch 
Dialysc. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist die erfindungsgemaBe L-Nucleinsaure 
eine L-Ribonucleinsaure. Diese L-Ribonucleinsaure kann in einzel- oder doppelstrangiger 
Form vorliegen. 

In einer weiieren besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die erfindungsgemaBe L- 
Nucleinsaure ein Ribozym. 

Diese Erfindung beschreibt erstmalig die Herstellung eines hochaffinen L- 
Oligoribonucleotids bzw. L-OIigodesoxyribonucjcotids (vgl. Beispiel 1). Die durch das 
Verfahren identifizierte L-RNA bindet spezifisch an das D-Adenosin (vgl. Beispiel 2) bzw. 
L-Arginin (vgl. Beispiel 3). In Vergleichsversuchcn konnic gezeigt werden, dafl die D-Form 
dieser hochaffinen L-Oiigoribonucleotide die enisprechende enantiomere Form des Ade- 
nosins (vgl Beispiel 2) bzw. Arginins (vgl. Beispiel 3) bindet. Somii ist der Nachweis er- 
bracht, daB die beiden enantiomeren Formen der hochaffinen Oiigoribonucleotide sich in 
exakt gleicher Weise zur dreidimensionalen Struktur fatten. Die Voraussagen von Pasteur 
(a.a.0.) uber die biologische AktivitMt optischer Enantiomere konnte damit bestatigt wer- 
den. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die erfmdungsgem^e t- 
Nucleinsaure eine L-Desoxyribonucieinsaure. 
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Wie bereils ftir die erfindungsgemaBen L-Ribonucleinsauren bemerki, kann die L- 
Desoxyribonucleinsaure in eihzel- oder doppelsirangiger Fonn vorliegen. 

5 In einer vveiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die erfmdungsgemaBe L- 
Nucleinsaure ein Desoxyribozym. 

Die Erfmdung umfailt femer die Verwendung der in Schrin (c) und/oder Schritt (ca) er- 
halllichen D-Nucleinsauren ats Mairize zur Herstellung ciner L-Nucleinsaure mit idenii- 
10 scher Nucleinsauresequenz. 

Weiterhin umfaflt die Erfmdung Araieimiitel, cnihaltend eine nach den vorstehend be- 
schriebenen Verfahren erhaltliche L-Nucleinsaure oder eine der vorstehend beschriebenen 
L-Nucleinsauren, gegebenenfalls in Kombinaiion mit einer kovalemen Modifikation 
15 und/oder einem pharmazeutisch vertrSglichen Trager. 

Die erfindungsgemMfien Arzneimittel konnen in vielfaltiger Weise eingesetzt werden. Der 
Wirkungsbereich des Arzneimittels hangt aber selbstverstandlich von der SpezifitSt der L- 
NucleinsSure ab. Die erfindungsgemSQen Arzneimittel kdnnen beispielsweise in der Be- 
20 handiung von Krebs, viralen und bakteriellen Infektionen, und Bluthochdruck eingesetzt 
werden. Die jeweilige Applikationsform, die Dosis und die Dauer der Behandlung wird 
vom behandeinden Arzt yon Fall zu Fall festgesetzt, wobei die Schwere der Krankheit, das 
Alter und der allgemeine Zustand des Patienten einige der Parameter sind, die vom behan- 
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deJnden Arzl beriicksichtigi werden. Sofem ertbrderiich, wird die erfindungsgemaBe L- 
NucleinsSure zusammen mil einem phannazeuiisch venraglichen Trager verabreichi. Die 
Wahl dieser ZusaizstofTc hangt u.a. von der Applikationsart ab. Der Fachmann weifi aber 
aus dem Stand der Technik. welche Trager er dem jeweiligen Arzneimittel zuzusetzen hat. 

5 

SchlieBlich betrifft die Erfindung einen Kit und ein diagnosiisches Miitel. enlhaltcnd eine 
nach den vorstehend beschriebenen Verfahren erhaliene L-Nucleinsaurc oder eine vorste- 
hend beschriebcne L-Nucleinsaure. Der erfmdungsgemafie Kit kann fiir diagnosiische und 
analytischc Zwecke verwcndci werden. Da die crfindungsgemalkn L-Nucleinsauren, wie 
10 vorstehend bcschriebcn. in. alinlicHer Weise wic Antikcirper eingcsctzt werden konnen, 
bietei sich dem Fachmann als Einsatzgebiet fur den crtlndungsgemaDen Kit das gesamle 
Spektrum der diagnosiischen Moglichkeiten von polyklonalen oder monoclonalen Anli- 
korpem. Beispielsweisc kann die L-Nucleinsaurc dcs erfrndungsgcmaCen Kits mit einem 
Marker versehcn und zum ;>i v/7ro-Nachweis des Zielmolckuls vcruendei werden. 

15 

In Verbindung mil z. B. Oberflachcn-Plasmon-Resonanz-Sensoren, evaneszenicn Feld- 
Sensoren oder Gitterkopplem ist es ebenfalls moglich, L-Nucleinsauren als Biosensoren 
einzusetzen. Somit ist ein weiierer Gegenstand der Erfindung die Verwendung der mit dem 
erfindunggemSflen Verfahren crhShlichen L-Nuclcinsaurcn oder der erfmdungsgemaflen L- 
20 Nucleinsauren als Biosensoren: Es ist ebenfalls denkbar, daB die erfmdungsgemaflen L- 
NucIeinsSuren als Herbizide, Zusatzstoffe fiir Nahrungsmittel, fiir analytische Verfahren, 
Z.B. zum Nachweis von Geruchs- und/oder Geschmacksstoffen oder fur kosmeiische An- 
wendungen wie Anti-Fallen- und Sonnencremes benuizi werden kdnnen. 
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Diese und andere Ausfuhrungsformen sind dem Fachmann offenban und offensichtlich 
und umfaOt durch die Beschreibung und die Beispiele der voriiegenden Erfindung. Zum 
Bcispiel kann weiterfOhrende Literatur zu einer der oben angefuhrten Methoden. Mittel 
und Verwendungen, die im Sinne der voriiegenden Erfindung angewendet werden kSnnen. 
dem Stand der Technik eninommen werden, z. B. aus effentlichen Bibliotheken unter z. B. 
der Benutzung von elektronischen Hilfsmineln. Zu diesem Zweck bieten sich unter ande- 
rem offcntliche Datenbanken vvie die "Medline", die flber Internet zur Verfiigung stehen. z. 
B. unter der Adresse http://ww,w.ncbi-nlm.nih.gov/PubMed/medline.html. Weitere Daten- 
banken und Adressen sind dem Faclunann gclaufig und kQnnen aus dem Internet entnom- 
men werden, z. B. unter der Adresse http://www.lycos.com. Eine Obersicht fiber Quellen 
und Informationen zu Patenten bzw. Palentanmeldungen in der Bioiechnologie ist in Berks. 
TIBTECH 12 (1994), 352-364 gegeben. 



Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 : Design von hochaffinen RNAs. In Schrin (a) wird zunSchst eine heterogene 

DNA-Matrize hergestellt. Die Syntliese dieser Matrize kann chemisch erfol- 
gen. Die Matrize kann jedoch beispielsweise auch aus einem Spaltprodukn 
natflrlich vorkommender DNA und daran ttber eine Ligierungsreaktion an- 
gehcftete Primer fiir die PCR bestehen. Im nachfolgenden Schritt (b) wird 
die Matrize durch PCR amplifiziert. Die erhaltenen DNAs werden in Schritt 
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(c) transkribiert und anschlieflend mil dem ZielmolekOl in Komakt gebracht. 
(Hoch)affine RNAs binden an das Zielmolekul. Nach Abtrennung der nicht 
gcbundenen MolekQle werden die (hoch)affinen RNAs in vitro mit revcrser 
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. In Schritt (0 schlieBlich wird der 
komplementare cDNA-Strang synthetisiert, wodurch man wieder ein dop- 
pelstrSngiges cDNA-MolekuI erhSlt. Dieses Molekiil kann anschlieflend er- 
neut amplifiziert und auf spezifische Bindung hin selektien werden. 

Fig. 2: Spiegelselektion: In Schrin (a) wird eine Population heterogener d-DNAs 

Oder D-RNAs bereitgestellt. Diese werden in Schritt (b) mit der optischen 
Antipode des Zielmolekflls in Kontakt gebracht. D-NucleinsSuren, die mit 
der optischen Antipode des Zielmolekuls in Wechselwirkung treten, werden 
von den anderen D-Nucleinsauren abgctrcnnt (Selektion). Sofem eine genu- 
gend grofie Anzahl von relativ einheitlicher Zusammensetzung mit der opti- 
schen Antipode des Zielmolekuls in Wechselwirkung geuxten sind, kfinnen 
diese gemSfl der von Blackwell et al. (a.a.O) beschriebenen Strategic se- 
quenziert werden. Mikrosequenzierverfahren sind beispielsweise von Davis 
et al. (Genet. Anal. Tech. Appl. 8 (1991). 1-7), sowie Harding und Keller 
(Trends Biotechnol. 10 (1992), 55-57) beschrieben worden. Anhand der er- 
haltcnen Sequenzinformation kann dann die entsprechende l-DNA oder L- 
RNA synthetisiert werden (Schritt d). Diese L-DNA oder L-RNA wird dann 
spezifisch mit dem Zielmolektil in Wechselwirkung treten (Schritt e). 
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Fig. 3: Spiegelselektion bT^v. -Evolution. Die Verfahrensschrine entsprechen den in 

Fig. 2 dargesiellten. mit der Ausnahme, daB nach dem Selektionsschritt (b) 
das selektioniene Material amplifiziert wird. Sofem beim amplifizieiten 
Material Fehler bei der de novo cDNA- oder RNA-Synthese auftreten, das 
amplifizierte Material hinsichtlich der Sequenzinformation also heterogener 
ist als die Ausgangspopulaiion, beinhaltet der Amplifikations- auch einen 
Variationsschritt. Damit sind samtliche, die biologische Evolution treiben- 
den Krafte in dem System in vitro vereint. 

Spiegelselektion mit L-Nukleinsauren. Spiegelselektion mit L- 
Nukleinsauren: In Schritt (a) wird eine Population heterogener L-DNAs 
Oder L-RNAs bereitgestellt. Diese werden in Schrin (b) mit dem Zielmole- 
kul in Kontakt gebrachl. L-Nukleinsauren. die mit dem Zielmolekul in 
Wechselwirkung treten, werdeii von den anderen L-NukleinsSuren abge- 
trennt (Selektion). Sofem eine eine genugend groBe Anzahl von L- 
Nucleinsauren von relativ einheiilicher Zusammensetzung mit der optischen 
Antipode des Zielmolektils in Wechselwirkung getreten sind. kSnnen diese 
gemafi der von Blackwell et al. (a,a.O) beschriebenen Strategie sequenziert 
werden, wobei enisprechende L-Proteine hier durch D-Proteinc ersetzt wer- 
den. Mikrosequenzierverfahren sind beispielswcise von Davis et al. (a.a,0), 
sowie Harding und Keller (a.a.O) bcschrieben worden. Anhand der erhalte- 
nen Sequenzinformation kann dann die entsprechende L-DNA oder L-RNA 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



10 Fig. 4: 



15 



W098A)8856 PCTyEP57/04726 

34 

synihetisicrt werden (Schrin d). Diese L-DNA oder L-RNA wird dann spe- 
zifisch mil dem Zielmolekul in Wechselwirkung ireien (Schrin e). 

Fig. 5: Spiegelselekiion bzw. -evolution. Die Verfahrensschritte entsprechen den in 

5 Fig. 3 dargestellten. mil der Anderung, daB eine Populaiion hetcrogener L- 

Nukleinsiiuren bereiigestellt wird und die dort verwendeten L-Proteine 
durch DrProieine ersetzt werden. Die Sequenzinfomationcn konnen nach 
iieraiivcr in viVra- Vcreinzclung bestimmi werden (siehe Beispiel 4). 

10 Fig. 6: barstelluni! von L-Ribophosphoramidil-Synlhonen. 

Fig. 7: Synihcse von tragergebundenen L-Ribonucleosiden (geschutzl). 

Fig. 8: Festphascnsynlhese von L-RNA. 

15 

Fig. 9: Darsiellung von L-Desoxyribophosphoramidii-Synthonen. 

Fig. 1 0: Synlhese von tragergebundenen L-Desoxyribonucleosiden (geschiitzt). 

20 Fig. 1 1 : Festphasensynthcse von L-DNA. 

Fig. 12: Vergleich der L-Adenosin-bindenden Sequenzen mit Konsensusmotiv. Die 
umrahmten Nucleotide zeigen Bereiche mit konservierier Sequenz. W stehi 
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fflr A Oder T und H steht fiir A, C oder T. Das Motiv der Box II konnte erst 
durch den Vergleich cemeinsamer Sekundarstrukturen zugeordnet werden. 
Nucleotide der Region mil urspriinglicher Zufallssequenz werden duch gro- 
Be Buchsiaben reprasentiert, vvahrend Nucleotide der Primer-Regionen 
5 durch kleine Buchstaben markiert sind. Unterstrichene Positionen nehmen 

im Sekundarstruktur-Modell an Basenpaarungen teil. Um die Sequenzen 
von D-A12 und D-A83 in das Konsensusdiagramm einzufiigen, wurden die 
5'-Termini in die Mitte des Schemas gelegt. 

10 Fig. 13: Sekundarstrukturmodell von D-A42d. Konservierte Nucleotide sind um- 
kreist. 

Fig. 14: Bindung von D-A42d an L-Adenosin ( ) und L-A42d an D-Adenosin (O). 

15 Fig. 15: Enzymaiischer Verdau von D-A42d. In den Spuren a-h wurden 5'-markiene 
Oligoribonucleotide, in den Spuren i-p wurden 3-markierte Oligoribo- 
nucleotide untersuchl. Spur a, g, i und o: Alkalileiter; Spur b und n: RNase 
T| (denaturierende Bedingungen); Spur c und m: RNase T,; Spur d und 1: 
RNasc V,; Spur e und k: RNase Tj; Spur f und j: Nuclease S|; Spur h und p: 

20 ungespalten. 

Fig. 1 6: CD-Spcktren von D-A42d und L-A42d. 
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Kompetitive Bindungskurven von L-A42d. Gezeigt sind die Kompetiiionen 
mit D-Adenosin (O). D-Guanosin (•), D-Uridin (□), D-Cytidin (■). und 
L-Adenosin (A). Jedes Experiment wurde zweifach durchgefiihrL 

Kompetitive Bindungskonstanten von L-A42d. Gezeigt sind die Dissoziati- 
onskonstantcn (K^c) von Nucleosidanaloga und relative Bindungsaffinitaten 
(K^c/KdO-A) von Kompetilor zur D-Adenosin Kompetition (K^D-A). 

Stabilital der Oligonucleotid-Ligandcn in Humansenim. (A) d- 
Oligoribonucleotid D-A42d und (B) L-Oligoribonucleotid L-A42d. Aliquots 
wurden zu den indizierten Zeiten eninommen. L markierl den GroBenstan- 
dard (10 bp Leiter). Die Ergebnisse wurden in einem unabhangigen Experi- 
ment reproduziert. 

Vergleich der D-Arginin-bindenden Sequenzen mit Konsensusmotiv. Die 
Analyse licferte zwei Klassen von RNA-MolekOlen (bezeichnet ais D-RA 
und D-RB), die jeweils zwei konservierte Sequenzmotive (bezeichnet als seq 
1 und seq 2) enthielten. Nucleotide der Region mit ursprOnglicher Zufallsse- 
quenz werdcn duch groBe Buchstaben reprdsentiert, wShrend Nucleotide der 
Primer-Regionen durch klcine Buchstaben markiert sind. Unterstrichene 
Positionen nehmen im SekundMrstruktur-Modell an Basenpaarungen teil. 

Sekundtotruktuimodell der Konsensusmotive von D-RA und D-RB. 
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Fig. 22: Enzymatischer Verdau von D-R16c. Die Figur zeigt ein Amoradiogranun 
von enzymatischen Verdauungsprodukten, die auf cinem denaturiercnden 
Polyacrylamidgel analysiert wurden. Die Nucleotide in den konservierten 
5 Motiven sind durch Klaramem markiert. In den Spuren a-i wurden 5'- 

markierte Oligoribonucleotide, in den Spuren k-s wurden 3'-niarkierte Oli- 
goribonucleotide untersucht. Spur a, h, k und r: Alkalileiter; Spur d-g und n- 
q: native Bedingungen. Spur d und n: RNase T,. Spur e und o: RNase Tj. 
Spur f and p: RNase Sp Spur g and q: RNase V,. Spur c, K and m: dena- 
10 turierende Bedingungen. Spur b and 1: B. cereus. Spur c and m: RNase Ti. 

Fig. 23: Sekundarstrukturmodell von D-Rl6c. Die Pfeile markieren die Schnittstel- 
len von RNase T| (♦). RNase T, (■), RNAse S, ( ). and RNase V, (•). 

Gefiillte Symbole indizieren starke Spaltung, ungefullte Symbole zeigen 
15 schwache Spaltung an. 

Fig. 24: Bindung von D-R16c an D-Arginin (■) und L-Arginin (□). 

Fig. 25: CD-Spektren von D-R16c und L-R16c. 

20 

Fig. 26: Bindung von L-Rl 6c an L-Arginin (•) und D-Arginin (O). 
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Fig. 27: Kompetitive Bindingsanaiyse von L-Rl6c mit L-Arginin ( ) und Tat-Peptid 
(A). 

Fig. 28: Iterative in vitro- Vereinzelung und Sequezierung. Zunachst wird die Popu- 
5 lation heterogener RNA-Molekiile durch Reverse Transkriptase in cDNA- 

Molekale Qbersetzt. Nach Kompiemcntarstrangsynlhese werden die DNA- 
Moiekiile durch PCR amplifiziert. Durch Verdiinnung bzw. Aliquoiiening 
kann die Heterogcnitat der Population verringcrt werden. Nach anschlielkn- 
der PCR-Vcrmchrung kann das Vcrfahren zyklisch durchlaufen werden, bis 
10 die DNA-Molekiilc vereinzelt sind. Die Scquenz iaflt sich dann durch Dide- 

soxysequenzierung ermitteln. 

Fig. 29: Nach iteraiiver in vitro-Vereinzclung bcsiimmie Sequenzen. 
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Die Beispiele erlSutem die Erfindung. 

Beispiel 1 

Svnthese von f..QlionrihAnnrl^ot}^^n 

L-Adenosin wurde augehend von L-Arabinose nach Holy und Sorm (Collect. Czech. 

Chem. Conunun. 34 (1969) 3383-3401) uber Benzyl-B-L-arabinopyranosid und Umwand- 
lung in 2-(?-Tosyl-5-0-trityl-L-arabinose prapariert. Zur Synihese von L-Uridin wurde 
zunachst aus L-Arabinose das 2,2'-0-Anhydro-L-uridine nach Holy (Collect. Czech. 
Chem. Commun. 37 (1972), 4072-4087) dargestellt, Nach Holy (Collect. Czech. Chem. 
Commun. 38 (1973), 423-427) wurde dann zum 3\5'-Di-0-benzoyI-Derivat benzoylien 
und nach Reaktion mit Bortrifluorid-etherat das benzoylierte L-Uridin alkalisch ent- 
blockt. L-Cytidin und L-Guanosin wurden, wic von Vorbniggen el al. (Chem. Ber. 114 
(1981), 1234-1255) fur D-Nucleoside beschrieben, aus den silylierten Heterozyklen and 
der peracylierten Pentose gewonnen, wobei analog zu Zou und Robins (Can. J. Chem. 
65 (1987), 1436-1437) das 2.A^-acetyN6-0-diphenylcarbamoylguanin fiir die Synthese 
von L-Guanosin eingesetzt wurde, Zur Darstellung der peracylierten Pentose wurde zu- 
nachst nach Abe et al. (Chem. Pharm. Bull. 28 (1980), 1324-1326) die L-Ribose durch 
Epimerisierung aus der L-Arabinose gewonnen und dann in einer dreistufigen Synthese. 
wie von Recondo und Rindcrknecht (Helv. Chim. Acta 42 (1959), U7M173) fur das D- 
Isomere beschrieben. zum l-0-Acetyl-2,3,5-tri-0-benzoyl-B.L-ribofuranosid derivati- 
siert. 
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Zur Praparation der Phosphoramidite fiir die Festphasensynthese (Fig. 6) wurden, wie 
fur D-Nucleoside beschrieben, die exozyklischen Aminogruppen der Nucleoside durch 
Benzoyliening von Adenosin und Cyiidin nach Ti ci al. (J. Am. Ghem. Soc. 104 (1982), 
1316-1319) und Isobuiyrylierung nach Flockerzi et al. (Liebigs Ann. Chem (1981). 

3 1S68-1585) geschutzt. Die Basen-geschiitzten Nucleoside und Uridin wurden in Analogie 
zu Usman et al. (J. Am. Chem. Soc. 109 (1987). 7845-7854) in ihre 5'-0- 
Dimethoxytrityl-2'-0-triisopropylsiiyl Derivaiiven uberfuhrt. Die Derivate wurden daim 
in Analogie zu Milecki ei al. (Nucleosides Nucleotides 8 (1989), 463-474) zu ihren je- 
weiligen 3*-0-(P-Cyanoeihyl-N,N-diisopropyl) phosphoramiditen umgeseizt. Tragerge- 

10 bundene geschiiate Nucleoside wurden. wie von Usman et al. (J. Am. Chem. Soc. 109 
(1987), 7845-7854) fur die D-Isomere beschrieben, hergestelk (Fig. 7). 
Fiir die chemische Festphasensynthese der L-OIigoribonucleotide wurden Gerate der 
Firma Applied Biosysiems eingesetzt (Modell 391 PCR-MATE"* EP und Modell 394). 
Die Synthesen wurden im 0,2 ^mol Mafistab mit dem DNA-Standardzyklus durchgefuhrt 

15 (Fig. 8), wobei der Kopplungsschriit auf 15 Minuien ausgedehni wurde. 

Nach der Synthese wurde das tragergebundene, geschiitzte L-Oligoribonucleotid fiir 24 
Sninden in 1 ml eines 3 :1-Gemi5ches aus 32%igem Anunoniak und Ethanol (v/v) bei 55 
^'C inkubiext, urn das Oligonucleotid vom Trager zu trennen und die Schutzgruppen ab- 
zuspalten. Die Ldsung wurde abgenommen und das Tragermaterial mit 400 eines 1:1- 

20 Gemisches aus Ethanol und Wasser (v/v) nachgewaschen. Den vereinigten Uberstanden 
wurde ein 5 ^1 Aliquot entnonunen und die UV-Absorption bei 260 nm bestimmt. An- 
schlieflend wurde die Probe bis zur Trockne eingeengi. Zum Abspalien der 2'-Hydroxyl- 
Schutzgruppe wurde das Oiigoribonucleotid in (10 x A260) lil Teurabucylanmioniumflu- 
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orid (1.1 M in Tetrahydrofuran) und (1 x A260) (i\ Ethanol-Wasser (1:1, v/v) gelosi und 
fur 72 h bei RT inkubiert. 

Das iiberschussiges Tetrabutylammoniumfluorid wurde mil einer tip 500-Saule 
(QIAGEN) entfemt. Daru wurde die Probe mit O.l M Triethylammoniumacetai 

5 (TEAAc), pH 7.0, auf ein Gesamtvolumen von 10 ml verdiinnt und auf die mil 0.1 M 
TEAAc, pH 7.0, aquilibrierie Saule gegeben. Die Saule wurde zweimal mil je 30 ml 0.1 
M TEAAc. pH 7.0, gewaschen und die Probe dann mil 10 ml 2 M TEAAc. pH 7.0. 
eluiert. Das Eluat wurde zur Trockne eingeengt und uber denanirierende Polyacrylamid- 
geleiekirophorese gereinigi. Die Produktbande wurde durch UV-Shadowing detektien 

10 und ausgeschniiten. Das L-Oligoribonucleotid wurde aus dem Gelsiiick fur 12 Stunden 
mil HiO eluien und das Eluai iiber eine NAP™10 Saule (Pharmacia) enisalzt. 

Svnthese von L-Oligodesoxynh onucleoti^len 

15 L-2*-Desoxyadenosin und L-2'-Desoxyguanosin wurden ausgehend von L-Adenosin bzw. 
L-Guanosin durch Redukiion, wie von Robins ei al. (J. Am. Chem. Soc. 105 (1983), 
4059-4065) fur D-Nucleoside beschrieben wurde, dargesiellt. L-2'-Desoxythymidin und 
L-2'-Desoxycytidin wurden nach Holy (Collect. Czech. Chem. Commun. 37 (1972). 
4072-4087) in mehreren Snifen prapariert: Das Zwischenprodukl 3',5'-Di-0-Benzoyl- 

20 2,2'-0-anhydro-L-uridin aus der L-Uridin-Synihese wurde in das 2*-Chloro-2'-desoxy- 
Derivai uberfuhrt, das nach Redukiion und Deblockierung L'-2'-Desoxyuridin liefene. 
Die Umseizung mil Formaldehyd in Kalilauge und anschliefiende kaialyiische Redukiion 
lieferte L-2*-Desoxyihymidin. L-2'-Desoxycyiidin wurde aus 3\5'-Di-0-Ben2oyl-2*- 
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desoxyuridin nach Ubcrfiihrung in das 4-Thio-Derivai durch Umseizung mil meihanoli- 
schem Ammoniak unier Dnick erhalten. 

Die Praparation der Phosphoramidite wurde. wie fiir D-Desoxynucleoside beschrieben. 
ausgeluhrt (Fig. 9). Exocyclischen Aminognippen wurden nach Ti et aL, a.a.O. beim L- 
5 2*-Desoxyadenosin und L-2*-Desoxycyiidin benzoylien und beim 2'-Desoxyguanosin 
isobutyryliert. Die 5 '-Hydroxy Igruppe der L-2*-Desoxynucleoside wurde nach Schaller el 
al. (J. Am. Chem. Soc, 85 (1963). 3821-3827) mit 4,4'-Dimethoxytriiylchlorid zu den 
entsprechenden Tritylethem umgesetzi. Die L-2'"DesoxYnucIeosid-Phosphoramidite wur- 
de nach Milecki et al., a.a.O. durch Umseizung der geschiiizen L-2'-Desoxynucleoside 
10 mil B-Cyanoeihyl-N.N,N\N'-Te(raisopropylphosphordiamidit prapariert, Tragergebun- 
dene, geschutzle L-2'-Desoxynucleoside wurden analog zu den D-lsomeren nach Atkin- 
son und Smith (in Gait (Ed.), Oligonucieotide Synthesis. 1984, IRL Press, Oxford, p. 
35-81) dargestellt (Fig. 10). 

Die Festphasensynthese der L-OIigodesoxyribonucleotide wurde an Geraten der Firma 
15 Applied Biosysiems (Model! 391 PCR-MATE^ EP und Modell 394) im 0.2 ^mol DNA- 
Standardzyklus durchgefuhrt (Fig. 11). 

Nach der Synthese wurde das tragergebundene. geschutzle L-Oligodesoxyribonucleoiid 
fur 24 Stunden in 1 ml 32%igem Ammoniak bei 55 ""C inkubiert. um das Oligonucleotid 
vom Trager zu crennen und die Phosphat- bzw. Basenschutzgruppen abzuspalten. Die 
20 Losung wurde abgenommen und zur Trockne eingeengt. Das aufgenommene L- 
Oiigodesoxyribonucleotid wurde uber denaturierende Polyacryiamidgelelektropborese 
gereinigt. Die Produktbande wurde durch UV-Shadowing detektien und ausgeschninen. 
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Das L-Oligodesoxyribonucleoiid wurde aus dem Gelstiick fur 12 Stunden mil HoO eluiert 
und das Eluat uber eine NAP™10 Saule (Pharmacia) enisalzi. 



Beispiel 2 



Verfahren zur Ideniifikaiion von D-Adenosin-spezifischcn L-Oligoribonucleotiden 



Kopplung von L-Adenosin 

10 Zur Selektion der affinen Oligonucieoiid-Liganden durch Affinitatschromatographie 
wurde L-Adenosin an Sepharose immobilisiert. Das L-Nucleosid wurde, .wie in Beispiel 1 
beschrieben, synthetisiert und in Analogic zu Jones und Robins (J, Am. Chera. Soc. 85 
(1963), 193-201) mit Jodessigsaure zum 1-Carboxymeihyl-L-adenosin alkyliert. Nach 
alkalischer Umlagerung in 0,25 M NaOH fiir 2 Sninden bei 95** C wurde das 

15 entstehende N^-Carboxymethyl-L-adenosin nach Lindberg und Mosbach (Eur. J. 
Biochem. 53 (1975), 481-486) rait 1.6-Dianunohexan in der (jegenwart von N-(3- 
DimethylaminopropyO-N'-ethylcarbodiimid zum N*-((6-Aminohexyl)-carbamoylmeihyl]- 
L-adenosin kondensiert. Das L-Adenosin-Derivat wurde zu einer Endkonzentration von 
3,5 mM an CNBr*aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt. 

20 

Identifizierung eines Adenosin-Bindungsmotivs 
Eine kombinatorische D-RNA Bibliothek mit etwa lO'^ Zufallssequenzen wurde durch in 
v//r^?-Transkription mit T7 -RNA-Polymerase aus einem Gemisch von DNA Molekiilen 
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gewonnen, die eine 60-Nucleotide lange Region mil Zufallssequenzen enthielten. 
Begrenzt wurde die Region dutch 20 Nucleotide lange DNA-Bereiche mil vorgegebener 
Sequenz: 

(5*.CCA'AGC'TTG'CAT*GCCTGC*AGN6o*GGT'ACC^GAG'CTC'GAA'TTC'CC-3'). 
5 Urn die Anreichening Saulenmaierial-affmer Liganden zu vermeiden, wurde die RNA in 
alien Selekiionsrunden zunachsi uber Vorsaulen mil unbeladenem Saulenmaierial 
gegeben. In der ersien Selektionsrunde betrug das Sauienbetivolumen der Vorsaule ISO 
jii. das der Hauptsaule 400 ^1. Elwa 4 nmol Pool-RNA (1,3 x lO'^ verschiedene 
Molekiiie) wurden in Bindungspuffer (250 mM NaCl, 40 mM Tris/HCl pH 7.6, 5 mM 

10 MgCli und 0.5 mM EDTA) auf die Saulen aufgetragen. Von der Affmilaissaule konnien 
im erscen Selektionszyklus 0.06-0.07% der eingesemen RNA mil 15 mM L-Adenosin in 
Bindungspuffer spezifisch eluien werden. Fiir alle weiieren Selekiionsrunden wurden 
etwa 1 nmol RNA aufgetragen und 100 jil-Vorsaulen bzw. 250 ^il-Hauptsaulen 
verwendet. Im sechsten Selektionszyklus konnten 38% der gebundenen RNA-Molekule 

15 spezifisch mit L-Adenosin eluien werden. Dieser Zyklus wurde wiederholi, um die 
Stereospezifitat der Liganden zu erhdhen. Vor der Eiuiion mit L-Adenosin wurde das 
Affmitatsmaterial mit D-Adenosin gewaschen. wobei der Anteil der mil L-Adenosin 
eluierten RNAs auf 18% reduziert wurde. Nach weiieren vier Selektionszyklen war die 
Fraktion spezifisch gebundener RNA-Liganden wieder auf 40% angestiegen. Die PCR- 

20 Produkte dieser Runde wurden mit den . Resuriktionsendonucleasen EcoKi and Pstl 
verdaut, in das Vektorplasmid pT7/T3 (Gibco BRL) kloniert und nach der Methode von 
Sanger sequenziert. Die Sequenzanalyse der seleklienen RNA-Molekule ergab ein 
Konsensusmotiv, das in 20% der sequenzierten Klone gefiinden wurde (Fig. 12). Fur die 
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Sequenzen mil Konsensusmotiv konnte ein gemeinsames Sekundarsmiktunnodell 

vorgeschJagen werden (Fig. 13). 

Charakterisiening der L-Adenosin-spezifischen RNA-Molekule 
5 Die individuellen Dissoziationskonstanten (K^) wurden durch Gleichgewichtsdialyse in 
Micro-Dialysekammern besiimmt. Die beiden Kompanimente wurden durch eine 
Specira/Por' (Spectrum) Celluloseester-Dialysemembran (Molekulargewichts- 
AusschluBgrenze von 20(K)) geirenni. Die RNA-Konzenirationen wurden im 
Spektralphotoraeicr bei 260 nm bestimmi. Die individuellen ExtinktionskoefFizienten der 
10 RNA-Moiekiile wurden nach AJ. Zaug et al. (Biochemistry 27 (1988), 8924-8931) durch 
vollstandige alkalische Hydrolyse emiitteit. Zur Messung der Dissoziationskonstante wurde 
die RNA in Bindungspuffer bei 90 fur 10 Minuien denaturiert, innerhalb von 10 
Minuten auf Raumtemperatur abgekuhlt, und dann mit Konzentrationen von O.I bis 50 
gegeri eine Losung yon 10 nM D-[2,8-^H]Adenosin (Moravek Biochemicals, Inc.) 
15 bzw. L-(2,8(n)-^H]Adenosin (tritiiert von Amersham) in Bindungspuffer aquiiibriert. 
Jedes Kompaniment wurde mit 40 jul Losung geiullt. Nach Inkubation fur 24 h bei 18 
wurden 35 fil Aliquote enmommen und die Radioaktivitat der Proben im 
Szintillationszahler vermessen. Die Differenz der Radioaktivitat in den beiden 
Kompanimenten relativ zur Radioaktivitat in dem RNA-enthaltenden Kompaniment 
20 wurde als prozentuale Adenosin-Bindung an RNA genommen. Die Daten wurden durch 
nicbt*Iineare Regressionsanaiyse nach Connors (Binding constants, 1987, John Wiley & 
Sons, New York) an eine Standard-Bindungsgleichung fur 1:1 StSchiometrie angepafit. 
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Die T7-Transkripte der Klone mit dem Konsensusmotiv zeigten Dissoziationslconstanten 
zwischen 1.1 and 10 fur die Bindung von L-Adenosin. Von dem besien Liganden 
D-A42 (J^;, von 1.1 ±0.1 mM) wurde verkiime Versionen uniersucht. Das 58-mer 
D-A42d (Fig. 13) zeigte eine Dissoziationslconstante von 1.7 ± 0.1 (Fig. 14). Neben 
3 Verkurzungen am 5'- und 3'-Enden fehlen D-A42d zwei G Nucleotide zwischen Position 
31/32 und 41/42. ZusStzlich wurde in Position 54 A durch C ausgetauscht. 
Das Sekundarstrukturmodell von D-A42d steht in Ubcreinstimmung mit den durch 
Nuclease-Vcrdau gewonnenen Daten (Fig. 15). Fur den naiiven Verdau voirden die 5'- 
und 3'-gelabelten Oligoribonucleotidc bei 90 "C denaturiert und in Bindungspuffer hy- 
10 bridisieit. Fiir jede Spaltungsreaktion wurden 100.000 cpm (« 30 finol) markienes Oligo- 
ribonucleotid eingesetzt. Die Spaltungen wurden. wie von G. Knapp (Methods Enzymol. 
180 (1989). 192-212) beschrieben. durchgefiihrt. Die Spaltungsprodukte wuiden auf denatu- 
rierenden 25% Polyactylamidgelcn getrennL Das einzige G in der vorhergesagten einzel- 
strangigen Region bei Position 37 wurde durch RNase Tl deuilich gespalten. Die Spal- 
ls tungen von RNase bei Positionen G47 und A48 und der Einzelstrang-spezifischen 
Nuclease S, bei Positionen GIO. Cll. A12. A13 und A27 bestatigen die konservierten 
intemen Loops zwischen G10/G16 und G47/G51. sowie die Loop-Region zwischen 
U34 / A40. Die Spalningen mit der Doppclstrang-spezifischen RNase V, bei Positionen 
U2-A7. GIO. C30.U32. U45 und U52-G56 stehen in Ubereinstimmung mit dem Sekun- 
20 darstnikturmodell. Die Reaktivitat von Einzelstrang- und Doppeistrang-spezifischen 
Nucleasen in der vorhergesagten Haiipin-Region zwischen Positionen G16 / C26 war 
gering, so dafi hier veimutlich eine kompakte Tertiarstruktur vorliegt. 
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Reziproke Bindungsspezifitaten 
Nach der Ideniifizierung von D-A42d wurde. wie in Beispiel 1 beschrieben, ein L- 
5 Oligoribonucieotid mil identischer Nucleotidsequenz (Fig. 13) durch chemische Festpha- 
sensynthese praparien. Die stereochemische Reinheit des L-Oligoribonucleotids wurde 
durch Circular-Dichroismus-Spektrometrie evaluiert. CD Spektren wurden von 1 A260 
Oligonucleotid in 0.1 M NaCI und 10 xnM Nairiumphosphat, pH 7.0 bei 4^C mil einem 
JASCO J-600 Spectropolarimcier aufgenommen. Die Spektren von D-A42d und L-A42d 

10 zeigen gleichgrofie und entgegengesetzte optische Rotaiionen (Fig. 16). Verglichen mit 
der .Bindung von D-A42d an L-Adenosin, zeigte der spiegelbildliche Ligand L-A42d 
ideniische Affinitat fur D-Adenosin (K^ von 1.8 ± 0.1 /zM) (Fig. 14). Der Nachweis der 
chiralen Bindungsspezifitaten konnte durch Kompeticion bestatigt werden. Die Affinita- 
ten von D-A42d fur D-Adenosin and L-A42d fiir L-Adenosin liegen bei > 20 mM (Fig. 17 

15 und 18). Die horaochiralen Wechselwirkungen sind damit mehr als 9 000-fach schwacher 
als die heterochiralen Affinitaten. Diese reziproken chiraien Eigenschaften der Liganden 
zeigen, dafi fiir Nucleinsauren keine Verletzung der Paritat vorliegt und daB die Bin- 
dungsaktivitaten ausschlieBlich von der Nucleotidsequenz bestimmt werden. 

.20 Molekulare Komponemen der Wechseiwirkung mit L-A42d 

Die Wechseiwirkung von L-Oligoribonucleotid und D-Adenosin wurde durch Kompetiti- 
on mit Nucleosidanaloga charakterisiert (Fig. 17 and 18). Die Kompetitionsexperimente 
wurden, wie oben beschrieben, durch Gleichgewichtsdialyse in Micro*Dialysekammem 
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bestimmt, wobei 3 RNA mit 240 nM Adenosin und sieigenden Konzeniraiionen an 
Kompeiitor aquilibrien wurden. Wie oben beschrieben wurde der Prozentanteil gebun- 
denen Adenosins besiimmi und in der Abwesenheit von Kompeiitor auf 1 normalisiert. 
Die Daten wurden nach Lin und Riggs (J. Mol. Biol. 72 (1972), 671.690) einer Standard- 
5 Kompetitionsgleichung mit 1:1 Siochiomeirie von Kompeiitor zu RNA angepaBt, wobei 
eine Dissoziationskonstante von 1.8 fiir die L-A42d-Bindung an D-Adenosin verwen- 
det wurde. Die N-glykosidische Bindung des Nucleosids hat bei der Wechselwirkung 
eine wichtige Funktion, da D-Guanosin einen Kfi von 4.8 pM aufweist, wahrend die 
Kompetitor-Dissoziationskonsianten von D-Uridin and u-Cytidin im millimolaren Bereich 

10 liegen. In der Abwesenheit der 2' -Hydroxy Igruppe erhoht sich der ^^,c auf 1.4 mM fiir 
2*-Desoxy-D-adenosin und auf 12.9 mM fur 2'-0-McthyUD-adenosin. wahrend die Kom- 
petition mit 3'-Deoxy-D-Adenosin und 3'-0-Meihyl-D-adenosin zu einem ahnlichen oder 
besseren Kjz fuhn, als fiir D- Adenosin erhalten wurde. Neben der N-glycosidischcn Bin- 
dung scheint daher auch die 2'-Hydroxylgruppe fiir die molekuiare Wechselwirkung 

15 wicbtig zu sein. 

Serumstabilitat der Adenosin-spezifischen Liganden 
Die D* und L-Oligoribonucleotide wurden bei einer Konzentralion von 10 in 90 % 
Humanserum (Sigma, H-1388), das mit 10 mM Nairiumphosphat, pH 7.0 gepuffert 
20 wurde, inkubiert. Um konstante Volumen- und pH-Bedingungen bei Langzeitversucben 
zu erhalten, wurden die Experimente bet Langzeitversucben in einem Inkubator bei 37*" 
C, 94.5 % Feuchtigkeit und 5 % CO2 durchgefiihrt. Entnommene Aliquote wurden mit 
gleichen Volumina einer Stoplosung (8 M Hamstoff, 50 mM EDTA und 2% SDS) 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



W0 98W8856 PCT/EW/04726 

49 

verseizi und in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Proben (55 pmol RNA) wurden auf 
einem denaturierenden 12% Polyacrylamidgel geirennt. Die Gele wurden mil 
Ethidiumbromid-Losung (1 fig/ml) gefarbt und die Banden bei 254 nm sichbar gemacht. 
Digiialisiene Gelaufhahmen von einem Video-Densitometer wurden mit einem 
Compuierprogramm ausgewenet. Wahrend das D-OIigoribonucleotid D-A42d innerhalb 
weniger Sekunden in Humanserum abgebaut wird, laBt sich ffir das L-Oligoribonucleotid 
L-A42d unier identischen Bedingungen auch nach 60 Stunden kein Abbau nachweisen 
(Fig. 19). 



Beispiel 3 

Verfahren zur Identifikation von L-Arpinin-spezifischen L-QliyorihnnnrlpnttHP>q 

Kopplung von D-Arginin 
Das AffmitStsmaterial wurde durch Kopplung von 0-Arginin an Epoxy-aktivierte Agarose 
prapariert. Hierfiir wurden 5 g Epoxy-aktivicrte Agarose 6B (Pharmacia) mit Wasser und 
Kopplungspuffer (0.1 M Natriumcarbonat-Puffer, pH 9.5) gewaschen. Die Agarose wurde 
in 10 mM D*Arginin (Sigma) in Kopplungspufier and Spurenmengen von L-[4,5- 
^HJArginin resuspendiert, Nach Inkubation fQr 24 Stunden bei Raumtemperatur unter 
leichtem Schiitteln wurde das Material mit Kopplungspuffer und Wasser gewaschen. Die 
Agarose wurde dann in 1 M Ethanolamin, pH 10.0, ftr 4 Stunden bei 32**C inkubicrt, um 
verbliebene aktive Gruppen zu blockieren. Die Kapazitat des Gels wurde durch 
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Szintillationszahlung bestimmt. Mil Ausnahme dcs Kopplungsschritts wurde das 
Vorsaulerunaterial identisch prapariert. 



5 

Identifizierung eines D-Arginin-Bindungsmotivs 
Eine kombinaiorische D-RNA Bibliothek mil 10^"* Zufallssequenzen wurde durch in vitro- 
Transkripiion mit T7-RNA-PoIymerase aus einem Gemisch von DNA Molekulen ge- 
wonnen, die eine 50-Nucleoiide lange Region mit Zufallssequenzen enthielten. Begrenzi 

10 wurde die Region durch 20 Nucleotide lange DNA-Bereiche mit vorgegebener Sequenz 
(vgl. Beispiel 2). Elf Selektionszyklen wurdcn, wie in BeispicI 2 bcschrieben durchge- 
fiihrt. wobei das Affinitatsmaierial mit 1 mM D-Arginin bcladen war und fur die Chroma- 
tographie eine LGsung von 320 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, und 5 mM MgCl: als 
Selektionspuffer eingesetzt wurde. RNA-Varianien mil Affinital zum Saulenmaierial wur- 

15 den in alien Zyklen durch Bindung an das Agarose- Vorsaulematerial entfemt. D-Aj^inin- 
spezifische RNA-Molekiile wurden mit 4 SSulcnvolumina einer 15 mM D-Arginin-Losung 
in Selektionspuffer eluiert. Um die Stereoselektiviiai der Liganden zu erhOhen, wurde die 
Afiinit&tssaule nach dem ftlnften Zykius zunachst mit L-Arginin gewaschen und dann erst 
die noch gebundenen RNA-Molekule mit D-Arginin eluiert. Nach elf Selektionszyklen 

20 wurden die RNA-Molekille revers utmskribiert, klonicrt und sequenziert. 

Bei der Sequenzierung von 55 Klonen konnten 41 verschiedene Sequenzen gefimden wer* 
den. Der Sequenzvergieich (Fig. 20) ergab zwei hochkonserviertc Sequenzelemente, die in 
fast 60% der Sequenzen vorhanden war: Ein 9 Nucleotide langes Motiv (seq 1) und ein 8 
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Nucleotide langes Motiv (seq 2). In 1 1 Sequcnzen lag seql naher am 5 -Terminus als seq2, 
wahrend in 13 Sequenzen die Konsensusmolive in umgekehner Reihenfolge vorlagen. Die 
Sequenzen mit den Konsensusmotiven konnten mit dem Algorithmus von Zuker (a.a.O) in 
ein gemeinsames Sekundarstruktunnodell gefaitet werden (Fig. 21). Ausgehend von die- 
5 sem Modcll wurden von D-R16 verkurzte Varianien durch chemische RNA-Synthcse pra- 
parierl. Die Variante D-R16c, ein 38 Nucleotide langes RNA-Molekiil (Fig. 23), enthSlt die 
wichligen Strukturelemenle fiir die spezifische Bindung von D-Arginin (siehe unten). 

Charakterisierung der L-Arginin-spezifischen RNA-Molekiile 
10 Die Strukturanalyse von D-R16c durch enzymaiischen Verdau mil den Nucleasen Tl. T2, 
SI. and VI (Fig. 22) siehi in Ubereinstimmung mil dem Sekundarsuukturmodell (Fig. 23). 
Die Phosphodiesterbindungen im Hairpin-Loop und den intemen Loops konnten durch 
Einzelstrang-spezifische Nukleasen gespalten werden. Wahrend die Nucleotide im intemen 
AUA-Loop und im GAN-Bulge hochgradig konserviert sind, konnten fiir die Nucleotide in 
15 der Hairpin-Struktur, die die Sequenzelememe seql und seq2 miteinander verbindei, keinc 
konservierteh Positionen gefimden werden. Die Hairpin-Region scheint daher nicht direkt 
an der Bindimg von Arginin beteiltgt zu sein. 

Reziproke BindungsspezifitMten 
20 Das L-Enanliomere von DtR16c (als L-R16c bezeichnet) wurde durch chemische Fcstpha- 
sensynthese erhalten (vgl. Beispiel 1). Bei der Charakterisierung von D-R16c und L-RI6c 
durch Circular-Dichroismus-Spcktromctrie wurden erwartungsgemaB spiegelbildliche 
Spektren erhalten (Fig. 25, vgl. Beispiel 2). Die Affinitat der Oligonucleotid-Liganden fiir 
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D- bzw. L-Aiginin wurde. wie in Beispiel 2 beschrieben, durch Gleichgewichisdialyse in 
Micro-Dialysekanunem ermiiieli. Steigende Mengen an L-(4,5-'H)Arginin (ICN) odcr D- 
[2,3-''H]Arginin (DuPont, NEN, Kundensynthese) woirden in Bindungspuffer (50 mM 
NaCl. 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 5 mM MgClj) mit 10 ^M der D- oder L-RNA aquilibiert. 

5 D-R16C zeigte eine Dissoziationskonstante (K,,) von 135 ± 25 nM ftr die Wechselwirkung 
mit D-Arginin (Fig. 24). L-R16c konnte L-Arginin mil einem nicht unterscheidbaren von 
129± 18 |iM binden (Fig. 26). Die Bindung von D-R16c an D-Arginin war stereoseiectiv 
mit einer 1.7-fachen Praferenz von D-Arginin Qber L-Arginin (Fig. 24). L-R16c zeigte eine 
1.8-fache Stereoseleciivitat fiir L-Arginin (Fig. 26). Diese Ergebnisse verdeutlichen die 

10 reziprok-identischen Bindungseigenschaften der Oligonuclcoiid-Enantiomere. 



Molekulare Komponenten der Wechselwirkung mil L-R16c 
Urn die spezifischen Komponenten zu charaktcrisieren, die an der Bindung beteiligt sind. 
warden kompetitive Bindungsexperimente durchgefiihn (vgl. Beispiel 2). Steigende Men- 

15 gen an Kompetitor wurden zu 10 (iM L-[4,5--^H]Arginin gegeben und gegen 10 ^M L-R16c 
^uiiibriert. Der Anteii an gebundenem L-Arginin wurde aus dem Verhiltnis von gebunde- 
nem Arginin mit Kompetitor zu gebundenem Arginin ohne Kompetitor bestimmt. Die Da- 
ten wurden nach Lin und Riggs (a.a.O.) an eine Standardbindungsgleichung angepaBt, wo- 
bei ein K^ von 130 ^M fiir die Binding von L-R16c an L-Arginin verwendet wurde. Mit L- 

20 Arginin als Kompetitor wurde fiir L-R16c eine kompetitive Dissoziationskonstante (K^c) 
von 60±10nM ermittelt. Die Bindungsaffinitat von L-R16c fiir L-Lysin (KdC = 
270 ± 50 jiM) war etwa 40-fach groBer als fur D-Lysin (K^c > 10 mM). Das Ergebnis deu- 
tet darauf hin, daB die a-Carboxyi-Gruppe an der Bindung beteiligt ist. Agmatin, ein Ar- 
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ginin-Analogon, dem die a-Carboxyl-Gruppe fehlt, zeigie einc kompetiiive Dissoziaiions- 
konstanie von 270 ± 70 \xM. Dieses ResuJtat legt nahe, dafl die L-RNA auch mil der Gua- 
nidinium-Seitenkette in Wechselwirkung trin. Die simultane Bindung der Seitenkene und 
der a-Carboxylgruppe fiihrt zur L-Praferenz der Bindungsregion. Die relativ starke Bin- 
5 dung an die Seitenkette erklart die niedrige StereoseiektivitSt von L-R16c fur L-Arginin. 

Bindung von L-R16caneinHIV-Tat-Peptid 
Die Arginin-spezifischcn Bindungseigenschaften von L-R16c wurden genutzt, um die 
Wechselwirkung mil Peptiden zu lesten. Kompciitive Bindungsexperimente vviirden mit 
10 einem Peptid durchgefiihrt, das die Scquenz YGRKKRRQRRRP aus dem HIV-Tat-Protein 
tragt. In Abweichung zu den oben beschrieberien Kompetitionsanalysen wurde eine Diaiy- 
semembran mit einer Molekulargewichts-AusschluDgrenze yon 8000 eingesetzt. Die Af- 
fmitat von L-R16c fur das Tat-Peptid (K^c = 26 ±5 \iM) war um den Faktor zwei hoher als 
die Affinitat fur L-Arginin (Fig. 27). 

15 

. Serumstabilitat der Arginin-spezifxschen Liganden 
Die Stabilitat von D-R16c und L-R16c wurde, wic in Beispiel 2 aufgcf&hrt, in Humanserum 
untersucht. Wahrend D-R16c in weniger ais einer Minute nicht mehr nachweisbar war, 
konnte fOx L-R16c auch nach Inkubation fiir 60 Stunden bei 3TC kein Abbau festgesteilt 
20 werden. 
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BeispicI 4 

Verfahren zur iterativen in vi/ro-Vereinzclung und Sequenzierung 

5 Die in Beispiel 2 beschriebenen RNA-Molekiile aus der zehnten Selektionsrunde wurden 
emeut in die komplementSre cDNA dutch Reverse Transkriptase ubersetzt, dann die Ge- 
gensirangsynthese und schlieBlich die PCR-Amplifikaiion durchgefiirt (Fig. 28). In Abwci- 
chung zu Beispiel 2 wurden als Primer Oligonukleotide verwendci, die mil jeweils 20 Nu- 
kleoiiden uber die RNA- bzw. DNA-Matrize hinausragen (Primer C und D, Fig. 28). Diese 

10 Verlangerung der PCR-Produkle wurdc durchgefuhrt, um durch Didesoxy-Sequenzierung 
die randomisierte Region vollstandig ermittein zu konnen. 

Die PCR-Produkte vvurden iiber ein denaturierendes Polyacrylamidgel (7 M Hamstoff) 
gereinigi. Die DNA-Molekule vyrurden aus dem Gel mit Wasser eluiert und durch Gelfiltra- 
lion entsalzt. Die isolierte Menge an DNA-Produkt wurde durch Absorption bei 260 nm 
15 bestinunt. Zur iterativen Vereinzelung wurden die DNA-Molekiile in mehreren Schritten 
derart verdiinnt, daB theoretisch einc Zahl von etwa 100 Moiekiilen en-eicht wurde. Aus 
dieser Verdiinnungstufe konnte durch Aliquotierung eine weitere Verringenang der Anzahl 
an DNA-Molekiilen erreicht werden. 

Die pro Aliquot nur noch wenigen DNA-MolekOle wurden durch PGR vermehrt (Primer E 
20 und F, Fig. 28). Es wurden mehrere PCR-Reaktionen a 30 Zyklen benotigt, um die DNA- 
MolekOle so zu amplifizieren, daB sie auf einem Polyacrylamidgel nachweisbar waren 
(5 pmol). Nach jeder PCR-Reaktion wurde das erhaltene Material durch Ethanolf^lung in 
Gcgenwart von Glykogen gereinigt 
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Zur Isolierung von Einzelstrangen xvurden in emeuten PCR-Reakiion Primer vervvendet, 
die am 5'-Ende phosphoryliert waren (Primer E oder F, Fig. 28). Die 5'-Phosphatgruppe 
\vurde wShrend der Festphasensynthese der Primer eingefuhrt. Vor den eigenllichen Se- 
quenzicmngsreaktionen wurde aus den doppelstrangigen PCR-Produklen Einzelsirang 
DNA hergestellt, indem der phosphoryiierte Strang durch lambda Exonuklease selektiv 
abgebaui wurde (Higuchi und Ochman, Nucleic Acids Res. 17 (1989), 5865). Die Sequen- 
zierung wurde dann nach dem konventionellen Didesoxynukleotid-Verfahren durchgefiihri 
(Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467). 

Wenn bei Auswertung der Sequenzgele ersichtlich wurde, daB noch mehrere Varianten 
vorlagen, wurde das Verdiinnungsverfahren solange wiederholt bis die individuelle Se- 
quenz ermittelt werden konnte. Mit diesem Verfahren konnten neben schon bekannten Va- 
rianten (Abb. 12) drei neue Varianten identifiziert werden (Abb. 29). 
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Patentanspriichc 

1. Verfahren zur Herstellung von L-Nucleinsauren. wclche an ein in der natiirlichen 
5 Konfiguraiion auftretendes Zielmolekiil binden. das die folgenden Schrine umfafit: 

(a) Erzeugung einer heterogenen Population von D-Nucleinsauren; 

(b) Inkontaktbringen der Population von Schritt (a) mit der optischen Antipode des 
Zieimolekuls; 

(c) Abtrennen der D-Nucleinsauren, die nicht mit der optischen Antipode des 
10 Zieimolekuls in Wechselwirkung geiretcn sind; 

(d) Sequenzierung der D-Nuclcinsauren, die mit der optischen Antipode des Ziel- 
molekiils in Wechselwirkung getreien sind; und 

(e) Synthese von L-Nuclcinsauren, die in ihrer Scquenz mit den in Schritt (d) fur 
die D-Nucleinsauren ermittelten Scqucnzen identisch sind. 

15 

2. Verfahren nach Anspruch 1. wobei die optische Antipode des Zieimolekuls als 
racemisches Gemisch des Zielmolekiiis vorliegt. 

3. Verfahren nach Anspruch I odcr 2, wobei im AnschluO an Schritt (c) folgender 
20 Schrin eingefligt wird: 

(ca) Amplifikation der D-Nucleinsauren, die mit der optischen Antipode des 
Zieimolekuls in Wechselwirkung getreten sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die D-Nucleinsauren der Population von Schritt 
25 (a) an ihrcn 5'- und 3*-Endcn Primerbindtmgsstellen bzw. Kompiementarsequenzen 

zu Primerbindungsstellen aufweisen, die eine Amplifikation der in Schritt (ca) crhai- 
tenen D-Nucleins^uren durch PGR ermoglichen. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei die D-Nucleinsaure der Population von 
30 Schritt (a) an ihren 5*- oder 3*-Enden Bindungsstellen bzw. Komplement^sequenzen 
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zur Bindungsstclle fiir eine DNA-abhangige RNA-Polymerasc aufiveisen, die eine in 
viiro-Transkription der in Schriti (ca) crhalienen cDNAs ermfiglichen. 

6. Verfahren nach einem dcr Anspriiche 3 bis 5, wobei wahrend dcr Amplifikation 
Nucleotide in die ncu zu syntheiisierenden Nucleotidstrange eingebaut werden, die 
an dieser Nucleinsaureposition in den in Schritt (a) vorhandenen, mit dem Zielmole- 
kQl wechselwirkenden D-NucleinsSuren nicht vorkommen. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 6. wobei im AnschluB an Schrin (ca) fol- 
gender Schritt eingefiigt wird: 

(cb) Inkomaktbringen der amplifizierten D-Nucleinsauren mit der opiischcn Anti- 
pode des Ziclmolekttls, 

an die sich die Schriite (b) und gegebenenfalls (ca) vor der Durchfuhrung dcs 
Schrittes (d) anschlieBen, wobei die Schrine (cb), (b), und gegebenenfalls (ca) 
in dieser Reihenfolge ein oder mehrere Male wicderholt werden konnen. 

8. Verfahren zur Herstellung von L-Nucleinsauren, daB die folgenden Schrine umfaBt: 

(a) Erzeugung einer heierogenen Population von L-Nucleinsauren; 

(b) Inkontaktbringen der Population von Schritt (a) mit dem Zielmolekul; 

(c) Abtrennen der L-Nucleinsauren, die nicht mit dem Zielmolekul in Wech- 
selwirkung getreten sind; 

(d) Sequenzierung der L-Nucleinsauren, die mit dem Zielmolekul in Wechsel- 
wirkung getreten sind; 

(e) Synthese von L-NucIeinsSuren, die in ihrer Sequenz mit den in Schritt (d) 
ermittelten Sequenzen identisch sind. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei zusStzlich im Anschlufl an Schritt (c) folgender 
Schritt eingefugt wird: 

(ca) Amplifikation der L-Nucleinsauren, die mit dem Zielmolekul in Wechsei- 
wirkung getreten sind. 
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10. Verfahren nach Anspruch 9. wobei die L-Nucleinsauren der Population von Schrin 
(a) an ihren 5'- und 3'-Enden Primerbindungsstellen bzw. Komplemenlarsequenzen 
zu Primerbindungsstellen auftveisen, die eine Amplifikation der in Schritt (ca) er- 
haltenen L-Nucleinsauren durch spicgelbildliche PCR ermoglichen. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei bei der Amplifikation Nucleotide in die 
neu zu synthetisierenden Nucleolidstrange eingebaut werden, die an dieser Nucleo- 
tidsaureposition in den in Schritt (a) vorkommendcn, mil dem Zielmolekiil wech- 
selwirkendcn L-NucleinsSuren nicht vorkommen. 



12. Verfahren nach einem der Ansprtiche 9 bis 11, wobei im AnschluB an SchriU (ca) 
foigendcr Schritt eingefiigt wird: 

(cb) Inkontaktbringen der amplifizierten L-Nucleinsauren mil dem Zielmolekal, 
an die sich die Schritte (b) und gegebenenfalls (ca) vor der Durchfiihrung 
15 des Schrittes (d) anschliefien, wobei die Schritte (cb), (b) und gegebenenfalls 

(ca) in dieser Reihenfolgc ein oder mehrere Male wiedertiolt werden kfin- 
nen. 

13. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 12, wobei die Wechselwirkung in einer 
20 Binduhg besteht. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei die Wechselwirkung in einer 
katalytischen Reaktion besteht. 

25 1 5. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 14, wobei die Nucleins&uren DesoTcyribo- 
nucleins&uren und vorzugsweise Desoxyribozyme sind. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die NucleinsSuren Rlbo- 
nucleinsauren sind. 



30 



1 7. Verfahren nach Anspruch 1 6, wobei die RibonucIeinsSuren Ribozyme sind. 
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1 8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 1 7. wobei das Zielmolekul eine Ami- 
nosaure, ein Peptid, ein Polypeptid oder ein aus mehrcren Polypepiiden zusammen- 
gesetzies Protein ist. 

5 

19. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 18, wobei das Zielmolektil eine einzel- 
strangige RNA, eine doppelstrSngige RNA, eine einzeistrangige DNA oder eine dop- 
peistrangige DNA oder eine Kombination daraus ist 



10 20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, wobei das Zielmolekul ein Antibioti- 
kum Oder ein anderes, pharmazeutisch wirksames Substrat oder dessen Vorstufe ist. 

Verfahren nach einem der Anspriiche i bis 18, wobei das Zielmolekul ein Zuckermo- 
lekiil, beispielsweise ein unverzweigter oder verzweigtcr Polyzucker ist, 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21, wobei die Synthese der L- 
Nucleinsauren in Schritt (e) auf chemischem oder enzymatischem Wege erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 22, wobei die chemische Synthese folgende Schritte um- 
faBt 

(ea) Synthese von L-Nucleosiden; 

(eb) Synthese von geschOtzten L-Nucleosidphosphoramiditen; und 

(ec) Festphasensynthese der L-Nucleinsauren am Automaten. 

25 24. L-Nucleinsaure, die spezifisch mit einem in den AnsprQchen 1 bis 20 definierten 
ZielmolekQl in Wechselwirkung tritt. 

25. L-NucleinsSure nach Anspruch 24, die eine L-Ribonucleinsaure ist. 

30 26. L-Nucleinsdure nach Anspruch 25, die ein Ribozym ist. 



21. 



15 



22. 
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27. L-Ribonucleinsaure nach Anspruch 24, die eine L-Desoxyribonucleinsaure isi. 

28, L-Ribonucleinsaure nach Anspruch 27, die ein Desoxyribozym ist. 

5 29. Verwendung der nach dam Verfahren von einem der Anspriiche 1 bis 23 in Schritt 
(c) und/oder Schritt (ca) erhaltlichen D-Nucleinsauren als Matrize zur Herstellung ei- 
ner L-Nucleins^ure mil identischer Nucleinsauresequenz. 

30. Arzneimittel, enthaltend eine nach dem Verfahren von einem der Anspriiche 1 bis 23 

0 erhaltiiche L-Nucleinsaure oder eine L-Nucieinsaure nach einem der Anspriiche 24 

bis 28, gegebenenfalls in Kombination mil einem pharmazeutisch vertrSglichen Tra- 
ger. 

31. Kit Oder diagnostisches Mittel, enthaltend eine nach dem Verfahren von einem der 
5 Anspriiche 1 bis 23 erhaltiiche L-NucleinsSure oder eine L-Nucleinsaure nach einem 

der Anspriiche 24 bis 28. 



32. Verwendung der nach dem Verfahren von einem der Anspriiche 1 bis 23 erhaltlichen 
L-Nucleinsauren oder eine L-Nucleinsaure nach einem der Anspriiche 24 bis 28 als 
20 Biosensoren, Herbizide, Zusatzstoffe fiir Nahrungsmittel. fiir analytischc Verfahren 

Oder fVac kosmetische Anwendungen. 
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Fig. 1: Design von hochaffinen RNAs 
a) Chemische Synthese der DNA-Matrize 
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b) Amplifikation durch Polymerase*KettenreaktJon (PGR) 

5- 



c) Transkription JL d) Selektion durch spezifische 

in vitro y Bindung 





e) cDNA Synthese 
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f) Gegenstrangsynthese 
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Fig. 2: Spiegelseiektion 

a) Population varianter D-RNA (bzw. 0-ONA) 




b) Selektion durch spezifische 
Bindung an die optische 
Antipode des ZielmolekUls 




I 

c) Sequenzierung der 
selektionierten Varianten 

I d) Chemische Synthese von 
1 L-RNA (bzw. L-ONA) nach 

Sequenzvorgabe 



e) Spezifische Bindung der 
L-RNA (bzw. L-DNA) an 
das ZielmolekUl 
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Fig. 3: Spiegelselektion bzw. -evolution 
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a) Population varianter 0-RNA (bzw. D-DNA) 






b) Selektion durch spezifische 
Bindung an die optische 
Antipode des Zielmolekuls 



f 




d) Sequenzierung der 
selektionierten Varianten 

e) Chemische Synthese von 
L-RNA (bzw. L-DNA) nach 
Sequenzvorgabe 



c) Amplifikation 
(Variation) 



f) Spezifische Bindung der 
L-RNA (bzw. L-DNA) an 
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Fig. 4: Spiegelselektion mit L-Nukieinsauren 



a) Population varianter L-RNA (bzw« L-DNA) 






b) Selektion durch spezifische 
Bindung an das Zielmolekul 




» 



c) Sequenzierung der 
selektierten Varianten 



d) Chemische bzw. enzymatische 
Synthese von L-RNA (bzw. L-DNA) 



e) Spezifische Bindung der 
L-RNA (bzw. L-ONA) an 
das Zielmolekul 
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Fig. 5: Spiegelselektion bzw. -evolution 

mit D-Proteinen und L-Nukieinsauren 

a) Population varianter L-RNA (bzw. L-DNA) 






b) Sefektion durch spezifische 
Bindung an das Zieimolektil 



t 




c) Amplifikation 
(Variation) 



d) Sequenzierung der 
selektionterten Varianten 

e) Chemische bzw. enzymattsche 
Synthese von L-RNA (bzw. L-DNA) 



f) Spezifische Bindung der 
L-RNA (bzw. L-DNA) an 
das Zleimolekul 
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Fig. 8: Festphasensynthese von L-RNA 
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Fig. 11: Festphasensynthese von L-ONA 
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Fig. 13: Sekundarstrukturmodell von o-A42d 
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Fig. 14: Bindung von D-A42d an L-Adenosm (A) 
und L-A42d an D-Adenosin (O) 
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Fig. 15: Enzymatischer Verdau von D-A42d 
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Fig. 17: Kompetitlve Bindungskurven von L-A42d 
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Fig. 18: Kompetitive Bindungskonstanten L-A42d 



Kompetitor K^c (mM) K^jC/K^d-A 

D-Adenosin 2.2 ±0.1 1 

3'*0*Methyl-D-adenosin 1.4 ±0.2 0.6 

D-Guanosin 4.8 ±0.5 2.2 

3'-Desoxy-D-adenosin 8.0 ± 0.4 3.6 

2'-Desoxy-D-adenosin 1 400 ± 1 00 640 

D-Uridin 2300 ±100 1 050 

D-Adenosmetriphosphat 2900 ± 1 500 1 320 

D*Cytidin 6200 ± 200 2800 

2'-0-Methyl- D-adenosin 1 2900 ± 1 300 5900 

Adenin 16300 ±1100 7400 

L-Adenosin 20100 ± 1700 9100 
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Fig. 19: Stabilitat der Oligonucleotid-Uganden 
in Humanserum 
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Fig. 21: Sekundarstrukturmodell der Konsensusmotive 
von D-RA und D-RB 
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Fig. 22: Enzymatischer Verdau von D-R16c 
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Fig. 23: Sekundarstrukturmodeli von D-R16c 
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Fig. 24: Bindung von D-R16c an D-Arginin (■) 
und L-Arginin (□) 
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Fig. 26: Bindung von L-R16c an L-Arginin (•) 
und 0-Arginin (O) 
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Fig. 27: Kompetitive Bindungsanalyse von L-R16c 
mit L-Arginin (▲) und Tat-Peptid (A) 




0.1 1 10 100 1000 



Konzentration an Kompetitor (pM) 



W098/D8856 



PCT/EP97A)4726 



28/29 



C 
3 

o 

N 
C 
0) 
3 
O" 

o 

CO 

•a 
c 

3 

o> 
c 

3 

O 
N 
C 

£ 

I 



5 

0) 

> 



oo 

CM 



0) 
M 

£ 

CO 



Q 

o 









































U 




o 




< 




u 




o 




o 




u 




u 




< 




o 


rt 






e 


O • 




O • 




3 - 


< 


3 • 


< 


U • 


o 






< - 




< - 




u - 




o • 






< 


< • 




O -( 




o •< 


Li 


o •< 




< 


u -o 


O -U 


3-< 


o -o 


i 








u 




u 




< 








o 




o 




u 




3 




u 




o 




< 








u 




3 






r 


< 




(9 




O 




o 




• 









0) 



c 
>» 

c 

CO 

c 
o 



u 
o 
< 
o 
o 
o 
o 
o 
< 
o 

o 

< 
< 

o 
o 



o 
p 
< 

o 
u 
u 

o 
u 
< 



"U-O 

o-o 

o-o 
u-e 
»- •< 
u-o 
o-o 

< - 1- 
o-o 
o*o 
»-•< 
»-.< 

o-o 
o-o 
o-o 

< -h- 
o-o 

<•»- 
o-o 
o-o 

o-o 
H-< 
<•»- 
►-•< 

o-o 
O'O 

o*o 
<-H 

<•!- 

o-o 



T3 

c 

3 



9) 

E 



1 

o: 
o 
a. 



u ■ 
o- 



! 

o." 

S-S 

o-o 
o-o 
o-o 
»--< 
o-o 
< 

o -o 

O -O' 

o-o 
»--< 
-< 

o-o 

o-o 
< -1- 
< 

o 
o 
< 
< 

o-o 
o-o 
o-o 
< 

o-o 
o-o 
H-< 

o-o 

J J 

z z 
o-o 
o-o 
< 

•-•< 

o-o 
o-o 
o-o 

o-o 
o -o 

O -O 

o -o 

<-H 

<-»- 
o-o 
o-o 
.o-o 

o-o 
»-•< 
<•»- 
o-o 
o-o 

< -H 
O-O 

•< 

o-o 
o-o 

o-o 

<->- 
< 

o-o 



S c 
I B 
a 

o 

3 

< 
c 

3 

c 
c 

I 



3 

a 

c 

N 



T3 

c 

3 

liJ 
E 



□1 
u 
a. 



o 

OS 

c 



4> 

g 

iD 

0> 

a 
c 

s 

o 

CO 



liJ 

o 

E 

a. 



c 

3 

I 

c 
a> 

3 

? 

CO 
K 

o 
m 



o 
o 

N 

c 

•» en 



= 2 

o c 
di c 

3^ 



O) 

u. 



wo 98/08856 



29/29 



PCT/EP97/04726 



t* ** t* 



U %J u 



C 
C 

o 
o- 

0) 
CO 

0) 

E 
E 

CO 
0> 

O) 

c 
o 

N 

c 

•MM 

I 
I 



01 

> 
2 

U 
CO 



CM 



^ r4 n « 

Ok A <n c 

to \0 o 

< < < o 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the apphcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SmES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

/ 

COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



